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Lee, Christopher William. A situação do câncer de pele em Missal, PR: investigação de 
mutações no gene CDKN2A relacionado ao melanoma na população. Dissertação de 
mestrado do Programa de Pós-Graduação em Biociências – Universidade Federal da 
Integração Latino-Americana, Foz do Iguaçu, 2020. 
 
RESUMO 
Durante as últimas décadas, o município de Missal, localizado no oeste paranaense, 
apresentou um grande aumento na incidência de câncer na população e dados de 2016 
demonstraram que o câncer é a segunda maior causa de óbito da região. O câncer de pele é 
um dos mais prevalentes no município e representa 30% de todos os tumores malignos do 
Brasil. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi compreender os fatores relacionados aos 
cânceres de pele em Missal, especialmente o melanoma, e investigar alterações em genes 
CDKN2A, CDK4 e MITF relacionados ao melanoma hereditário em moradores do município. 
A prevalência do melanoma é de 0.08%, sendo 0.03% do sexo masculino e 0.05% do sexo 
feminino. A ocorrência é de 84/100mil habitantes, sendo 27/100mil habitantes do sexo 
masculino e 57/100mil habitantes do sexo feminino.  Ainda, 11% dos portadores de 
melanoma de Missal possui pelo menos um critério clínico para melanoma hereditário. Com 
relação ao câncer de pele não melanoma, a sua ocorrência é de 1.708/100mil habitantes, sendo 
897/100mil habitantes do sexo masculino e 811/100mil habitantes do sexo feminino. Foi 
observado através do sequenciamento de DNA do gene CDKN2A apenas um SNP em um 
indivíduo portador de melanoma, sendo este uma substituição de uma guanina por uma 
adenina na posição 436 (c.436G>A) o qual afeta o éxon 3 do gene CDKN2A  resultando em 
p.Asp146Asn. Sobre os resultados moleculares do MLPA foram verificados alterações nos 
genes CDKN2A, CDK4, MLLT3, MIR3 e MTAP. Ainda, as análises estatísticas relacionadas 
ao MLPA demonstraram que as variáveis analisadas contribuíram com menos de 10% cada 
uma para o surgimento do melanoma na população, o que evidencia o caráter multifatorial 
desta patologia e indica que os hábitos de vida estão intimamente ligados ao surgimento desta 
patologia nesta população, tais como a exposição contínua ou intermitente ao sol, a não 
utilização de fotoprotetores e os padrões alimentares.   
 
 
Palavras-chave: Epidemiologia, Neoplasia; tumor maligno; incidência oncológica; MLPA. 
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Lee, Christopher William. The situation of skin cancer in Missal, PR: investigation of 
CDKN2A gene mutations associated to melanoma in the population. Master thesis of 
Programa de Pós-Graduação em Biociências – Universidade Federal da Integração Latino-
Americana, Foz do Iguaçu, 2020. 
 
ABSTRACT 
During the last decades, the Missal City, located in western Paraná State, has shown an 
increase in the of cancer in the population and data from 2016 demonstrated that cancer is 
the second leading cause of death in the region. Skin cancer is one of the most prevalent 
in the city and represents 30% of all malignant tumors in Brazil. Therefore, the objective 
of this research was to know the factors related to skin cancers in Missal City, especially 
melanoma, and to investigate polymorphisms in CDKN2A, CDK4 and MITF genes 
related to hereditary melanoma in residents of the municipality. The prevalence of 
melanoma in Missal City is 0.08%, being 0.03% male and 0.05% female. The occurrence 
is 84/100 thousand inhabitants, with 27/100 thousand male inhabitants and 57/100 
thousand female inhabitants. In addition, 11% of  melanoma patients have at least one 
risk factor for hereditary melanoma. In relation to non-melanoma skin cancer, its 
occurrence is 1,708 / 100 thousand inhabitants, with 897/100 thousand male inhabitants 
and 811/100 thousand female inhabitants. It was observed through DNA sequencing of 
the CDKN2A gene only one SNP in an individual with melanoma, this being a 
substitution of a guanine for an adenine in position 436 (436G> A) which affects exon 3 
of the CDKN2A gene in Asp146Asn. Regarding the molecular results of MLPA, changes 
in the CDKN2A, CDK4, MLLT3, MIR3 and MTAP genes were verified and  statistical 
analyzes showed that variables contributed less than 10% each to the appearance of skin 
cancer in the population. This results shows the multifactorial character and indicates that 
life habits are closely linked to the appearance of this pathology in this population, such 
as continuous or intermittent exposure to the sun, the non-use of photoprotectors and 
feeding patterns. 
 
Keyword: Epidemiology, Neoplasia; malignant tumor; oncological incidence; MLPA. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 Missal: suas características e seu histórico oncológico 
 
Missal é um município localizado na região sul do Brasil e ao oeste do 
estado do Paraná, colonizado durante a década de 60 por imigrantes católicos de origem 
alemã, os quais estavam previamente estabelecidos no estado do Rio Grande do Sul. De 
acordo com o último censo, possui uma população de 10.474 habitantes e as principais fontes 
econômicas de Missal são a agrícola e a pecuária (IBGE, 2010; Prefeitura de Missal, 2017; 
IPARDES, 2018). 
Estas atividades agrícolas e agropecuárias, bem como a origem dos 
colonizadores do município podem ter uma influência direta ou indireta na saúde da 
população. De acordo com dados da Rede de Assistência à Saúde, disponibilizados pelo 
TABNET (DATASUS), as neoplasias ocupam a segunda posição no número de atendimentos 
ambulatoriais e internações, ficando apenas atrás das doenças do aparelho respiratório.  Os 
dados de mortalidade também apontam as neoplasias como a segunda causa de morte (25%), 
ficando as doenças do aparelho circulatório com a primeira posição (26%). A faixa etária mais 
prevalente quanto à presença e morte por neoplasias é a de 50-64 anos (37,5%), seguida da 
faixa etária de 20-49 anos (19,6%) (IPARDES, 2020). 
 
1.2 Aspectos biológicos do câncer 
 
1.2.1 Surgimento das neoplasias e os cânceres de pele  
 
Neoplasias são proliferações anormais de células que ocorrem de maneira 
descontroladas, mais conhecidas como tumores. Os tumores neoplásicos são divididos em 
duas categorias: tumores neoplásicos benignos e malignos. Os tumores benignos, ou 
neoplasias benignas, são definidos como células que proliferam sem a capacidade de invadir 
tecidos adjacentes. Os tumores malignos, também chamados de cânceres, são capazes de 
invadir tecidos adjacentes e distantes do ponto de origem tumoral, sendo essa capacidade de 
invasão denominada de metástase. A metástase ocorre quando uma célula maligna se 
desprende do tecido de origem e se transpõe para a corrente sanguínea ou os vasos linfáticos 
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podendo colonizar outras partes ou órgãos do corpo humano (Talmadge e Fidler, 2010; 
Lambert et al., 2017).  
De maneira geral o ciclo celular dispõe de controles minuciosos impedindo 
alterações que possam comprometer a viabilidade celular. Alguns genes, como os proto-
oncogenes, são responsáveis pela produção de proteínas que estimulam o crescimento e a 
divisão celular. Os genes supressores de tumor ou antioncogenes são responsáveis por 
sintetizarem proteínas que desempenham papel fundamental de frear uma importante etapa no 
ciclo celular (McGowan, 2012; Leal-Steban e Fajas, 2020). A produção exagerada ou 
deficitária das proteínas regulatórias e das vias de sinalização, bem como proteínas anômalas 
que não executam a sua função, podem ocorrer em decorrência de uma mutação pontual, 
deleção, inserção, eventos de amplificação gênica ou rearranjos cromossômicos, fazendo com 
que o ciclo celular seja aberrante e implique no surgimento do câncer (Hsieh et al., 2013; 
Tomczak et al., 2015; Otto e Sicinski, 2017;Whitworth 2019; Zhang et al., 2019; Ong e 
Torres, 2019; Leal-Steban e Fajas, 2020). 
Muitas vezes a formação de um câncer é resultado do acúmulo de mutações 
em inúmeros genes. Este processo de tumorigênese pode ser desencadeado por agentes 
xenobióticos ambientais que conseguem provocar efeitos acumulativos que resultam em 
danos permanentes, causando assim o desequilíbrio da homeostase e implicando na perda do 
controle proliferativo da célula, permitindo-a que se divida de maneira desenfreada (Chiodoni 
et al., 2010; Read et al., 2016; Stoffel e Carethers, 2020).  
Considerando que o surgimento do câncer depende de fatores genéticos e 
ambientais, esta doença é considerada multifatorial, onde alterações epigenéticas, 
predisposição genética e exposição a determinados agentes ambientais são critérios clínicos 
para o seu desenvolvimento (Azevedo et al., 2020) e, portanto, a maioria dos cânceres de pele 
segue este padrão multifatorial (Read et al., 2016; Davis et al., 2018).   
O câncer de pele é um dos cânceres mais representativo em continentes 
como a Europa, Oceania, América do Norte e América do Sul (WHO, 2018) (Figura 1). No 
Brasil, o câncer de pele representa 30% de todos os tumores malignos, sendo considerado raro 
em crianças e adultos de pele negra. É uma patologia mais prevalente em pessoas de pele 
clara e maiores de 40 anos, as quais são mais suscetíveis à ação nocivas dos raios ultravioleta 
(UV) e dispostas a apresentarem lesões na pele que aumentam a predisposição de desenvolver 
a doença (INCA, 2018). 
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Figura 1- Representação esquemática da incidência de câncer de pele (melanoma e não 
melanoma) padronizado por idade em 2018, ao redor do mundo. Os valores de incidência 
estão representados em cores nos respectivos grupos das legendas. Fonte: WHO, 2020. 
 
O câncer de pele pode ser separado em duas categorias: o melanoma e não 
melanoma. O câncer de pele do tipo não melanoma (CPNM) é o resultado da proliferação 
massiva dos queratinócitos e da supressão da resposta inflamatória cutânea (Griffin et al., 
2016). Este é o tipo de câncer mais frequente no Brasil e corresponde a cerca de 25% de todos 
os tumores malignos registrados no país (INCA, 2020). Como a pele é heterogênea, o CPNM 
pode apresentar tumores de diferentes linhagens. Os mais frequentes são o carcinoma 
basocelular (responsável por 70% dos diagnósticos) e carcinoma de células escamosas ou 
carcinoma epidermoide (representando 25% dos casos). O carcinoma basocelular, apesar de 
ser o mais incidente, é também o menos agressivo (Madan et al., 2010). Na região Sul do 
Brasil, a incidência de CPNM é de 138,75/100 mil habitantes do sexo masculino e 93,58/100 
mil habitantes do sexo feminino. Contudo, apesar da maior incidência, é o de menor 
mortalidade. A estimativa de novos casos de CPNM para 2020 é de 176.930, sendo 83.770 do 
sexo masculino e 93.160 do sexo feminino, no Brasil. Em 2015 ocorreram 1.958 mortes 
causadas por CPNM, sendo 1.137 do sexo masculino e 821 do sexo feminino também no 
Brasil (INCA, 2020).  
O melanoma cutâneo (MC) é um tipo de câncer de pele que tem origem nos 
melanócitos (que são células produtoras de melanina, substância que determina a cor da pele) 
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e apresenta alta letalidade, apesar de sua incidência ser mais baixa quando comparado ao 
CPNM. Tem predominância em adultos brancos e representa 4% das neoplasias malignas de 
pele, sendo que este é o tipo mais grave devido à sua alta possibilidade de metástase. Alguns 
critérios clínicos contribuem para o aparecimento do MC, tais como a exposição intermitente 
ou esporádica ao sol; características pigmentosas; bronzeamento artificial; histórico familiar; 
imunossupressão; pele clara e presença de nevos, sendo que o risco de surgimento do MC 
também está relacionado com a quantidade de número de nevos que surgem nos indivíduos 
(Goldstein et al., 2000; Popim, 2008; Hawkes et al., 2016). O MC ocorre em 6,96/100 mil 
habitantes do sexo masculino e 6,50/100 mil habitantes do sexo feminino na região Sul do 
Brasil. A estimativa de novos casos de MC para 2020 é de 8.450, sendo 4.200 do sexo 
masculino e 4.250 do sexo feminino. Em 2015 ocorreram 1.794 mortes, sendo 1.012 do sexo 
masculino e 782 do sexo feminino no Brasil (INCA, 2020).  
Destes melanomas, 10 a 15% se enquadram no critério de síndromes de 
câncer hereditários sendo estes mais prevalentes em pessoas de uma mesma família e, nesses 
casos, as alterações genéticas são passadas através das gerações. O indivíduo portador da 
mutação tem um risco elevado de desenvolver lesões associadas à síndrome durante toda a 
vida. Algumas características estão associadas a este câncer hereditário, como: idade precoce 
ao diagnóstico, múltiplos casos de melanoma na família, múltiplos melanomas primários em 
um indivíduo e outras neoplasias (especialmente câncer de pâncreas e tumores do sistema 
nervoso central) na mesma família, mais de uma neoplasia em um mesmo indivíduo e 
múltiplas gerações acometidas (Ruiz et al., 1999; Carvalho et al., 2004; Udayakumar et al., 
2010; Lorenzo et al., 2016; Toussi et al., 2020). Em pacientes classificados nesta categoria 
familiar, o risco de desenvolver a doença é de 30-70 vezes maior do que na população em 
geral (Carvalho et al., 2004; GBM, 2018).  
 No Brasil, um estudo englobando pacientes com diagnóstico de 
melanoma foi desenvolvido entre os anos de 1999 e 2000, no Hospital de Clínicas de Porto 
Alegre, que atende pacientes provenientes de todo o Rio Grande do Sul e também de parte da 
Região Sul do país. Este estudo identificou que 9,8% dos pacientes apresentavam história 
familiar de melanoma. Além disso, evidenciou a presença de pelo menos um critério clínico 
importante em 16% dos casos (histórico familiar, múltiplos melanomas, câncer de pâncreas e 
melanoma na família, histórico familiar câncer de pâncreas e síndrome do nevo displásico), 
quando tal prevalência é de 10% na literatura internacional. Os autores observaram que mais 
de 55% dos casos estudados foram identificados em pessoas com até 45 anos de idade, 
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enquanto tal proporção é de 35% na estatística norte-americana. A média da idade de 
diagnóstico em mulheres foi cinco anos inferiores à descrita para a população feminina e, em 
homens, foi nove anos inferior à descrita para a população masculina em geral para o mesmo 
estudo (Carvalho et al., 2004).  Estes dados são especialmente relevantes, uma vez que a 
colonização de Missal deu-se a partir de imigrantes do Rio Grande do Sul.  
 
1.3 Genética do melanoma: a importância do gene cdkn2a  
 
O melanoma tem uma das maiores cargas mutacionais somáticas entre os 
tumores malignos sólidos (Reddy et al., 2017). Em 2015, The Cancer Genome Atlas Network 
(TCGA) publicou o maior estudo genômico até o momento caracterizando alterações de 
DNA, RNA e análises de proteínas de melanomas primários ou metastáticos e identificou 48 
genes principais relacionados ao surgimento do mesmo, sendo alguns deles CDKN2A CDK4, 
TERT, ACD, TERF2IP, POT1, MITF, MC1R e BAP1 (Read et al., 2016; Toussi et al., 2020). 
Os genes CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1, ACD, TERF2IP e TERT são considerados genes 
de predisposição ao melanoma de alta penetrância e mutações nesses genes, quando em 
células germinativas, estão associados ao melanoma familiar conferindo risco ao 
desenvolvimento do melanoma. O MC1R (Melanocortin 1 receptor), por sua vez, é 
considerado um gene de predisposição ao melanoma de baixa penetrância (Pho et al., 2006; 
Read et al., 2016; Toussi et al., 2020). Apesar de tais mutações estarem implicadas em um 
total combinado de aproximadamente 50% dos casos de melanoma familiar, a base genética 
subjacente é inexplicável para o restante das famílias de melanoma em que os indícios são 
elevados e que indicam herdabilidade. Além da possibilidade de existirem variantes 
extremamente raras em alguns genes adicionais de penetrância desconhecida ainda a serem 
descobertos, isso sugere um provável componente poligênico à suscetibilidade e um nível 
único de risco pessoal de melanoma influenciado por múltiplos alelos de baixo risco e 
modificações genéticas (Read et al., 2016).  
As variantes em CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A) são 
responsáveis pela maioria dos melanomas hereditários (Read et al., 2016; Toussi et al., 2020). 
O gene CDKN2A está localizado no cromossomo 9 e codifica duas proteínas: p14ARF e 
p16INK4A, as quais estão relacionadas com o controle do ciclo celular (Besson et al., 2008; 
Figura 2). A proteína p16 é codificada a partir dos éxons 2, 3 e 4 enquanto que a proteína p14 
é formada a partir de um splicing alternativo do éxon 1 com o éxon 3. A função da p16 é 
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inibir a formação do complexo CDK4/6-ciclina D1 e, desta forma, manter a proteína Rb na 
sua forma desfosforilada. Este estado desfosforilado da proteína Rb permite ligação entre a 
proteína Rb e a proteína E2F, o que consecutivamente inativa o fator de transcrição E2F. Com 
a proteína Rb fosforilada, esta se dissocia do fator de transcrição E2F permitindo com que 
atue na transcrição de várias proteínas necessárias para a progressão da fase S da mitose. A 
proteína p16 também pode ser regulada pela E2F. Por outro lado, a proteína p14ARF ativa a 
proteína supressora tumoral p53 inibindo a MDM2 cuja é responsável pela inativação da p53. 
A ativação da p53 induz a expressão da p21, proteína responsável pela regulação negativa do 
ciclo celular. A p21 impede o avanço do ciclo celular da fase G2 à metáfase inibindo os 
complexos CDK1-Ciclina A/B (Al-Kaabi et al., 2014). 
 
Figura 2- Gene CDKN2A e sua relação com o controle do ciclo celular (Fonte: Modificado de 
Al-Kaabi et al., 2014). 
 
A maioria das variantes CDKN2A detectadas em pacientes com melanoma 
familiar afeta os éxons 2 e 3, que estão codificando para o p16INK4A. No entanto, variantes 
do éxon 1 (anteriormente conhecidas como 1β) específicas para p14ARF são também 
relatadas (Hewitt et al., 2002), bem como deleções genômicas maiores de CDKN2A 
(Randerson-Moor et al., 2001; Knappskog et al., 2006; Laud et al., 2006; Lesueur et al., 
2008). Além disso, portadores de deleções homozigotas tanto de CDKN2A como de 
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CDKN2B são frequentemente detectadas em amostras de melanoma somático (Walker et al., 
1995; Flores et al., 1997). Estudos relacionados a famílias com mutações em CDKN2A  
revelaram um risco aumentado de câncer pancreático e cânceres em indivíduos tabagistas 
(Goldstein et al., 1995; Ghiorzio et al., 1999; Vasen et al., 2000; Goldstein et al., 2006; de 
Snoo et al., 2008; Helgadottir et al., 2014; Tucker et al., 2018). 
No Brasil, algumas variantes patogênicas e outras de funções não 
conhecidas foram identificadas por sequenciamento do gene CDKN2A em famílias com 
predisposição ao melanoma e variantes não patogênicas em indivíduos sem histórico familiar 
(Huber e Ramos, 2006; Ashton-Prolla et al., 2007; Ávila 2010; de Ávila et al., 2014), sendo 
que a frequência de mutação foi de 13,6% no melanoma familiar (Ávila 2010; de Ávila et al., 
2014). Evidências de variantes germinativas relacionadas ao melanoma com provável origem 
europeia foram encontradas na população do Rio Grande do Sul (Ashton-Prolla et al., 2007). 
 Além do sequenciamento de DNA, dentre as técnicas moleculares 
utilizadas nos rastreamentos genéticos, a MLPA é utilizada para detectar alterações no 
número de cópias (Schouten et al., 2002).  A MLPA (Multiplex Ligantion-Probe 
Amplification) é uma técnica cujo objetivo consiste em detectar alterações no número de 
cópias ao nível genômico (ganhos e perdas) em comparação com amostras controle (Schouten 
et al., 2002). Tem como base a PCR (Reação em cadeia da polimerase) multiplex e utiliza 
várias sondas concomitantemente. A técnica de MLPA se baseia em um princípio simples, em 
que a amostra de DNA genômico é hibridizada a uma mistura de sondas com amplificação 
posterior dos produtos de ligação por PCR, utilizando um par de iniciadores universais. Os 
fragmentos finais são, então, separados e lidos em um sequenciador de DNA, sendo possível a 
quantificação relativa de cópias gênicas (Mendes, 2012). Para a investigação de melanoma, o 
kit de sondas SALSA MLPA P419 CDKN2A/2B-CDK4 é utilizado para avaliação dos genes 
CDKN2A, CDK4 e MITF (Mrc-Holland, 2018). Dentre estes genes, o CDKN2A é observado 
em 20-50% de todas as famílias que apresentam melanoma familial (Kamb et al., 1994; 
Flores et al., 1997;  Goldstein et al., 2007; Harland et al., 2014; Tucker et al., 2018). Este 
gene, também conhecido como INK4A, CDK4I e MTS1 é um gene supressor de tumor que 
está localizado no cromossomo 9 (9p21) e codifica dois tipos de proteínas as p16
INK4a 
e 
p14
ARF 
(alternate reading frame)
 
(Figueiredo et al., 2003; Goldstein et al., 2005). Em casos de 
melanoma familiar sua penetrância difere entre as localizações geográficas, aumentando de 
acordo com o grau de exposição solar a que a população é submetida, inferido pela latitude 
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(Bakos et al., 2002), mas entre os casos de melanoma não relacionados à história familiar, a 
penetrância não diferiu por latitude (Cust et al., 2011). 
Variações nos genes de pigmentação, particularmente MC1R, também 
aumenta o risco de melanoma em portadores de mutação CDKN2A (Goldstein et al., 2005; 
Demenais et al., 2010).  
Outro gene de susceptibilidade ao melanoma é o CDK4, que é mutado em 
2% das famílias com melanoma (Goldstein et al., 2007). Também já foram detectadas 
mutações pontuais (R24H e R24K) de CDK4 no melanoma familiar (Zuo et al., 1996; Soufir 
et al., 1998; Molven et al., 2005). Além disso, foi sugerido que uma variante da linhagem 
germinativa E318K (c.952G>A) do gene MITF (Melanocyte Inducing Transcription Factor) 
associa-se à predisposição ao melanoma familiar (Yokoyama et al., 2011; Bertolotto, 2013). 
 
1.4 Rastreamento e diagnóstico do câncer de pele melanoma 
 
O rastreamento através de exames clínicos ainda é um desafio mesmo para 
médicos que são especialistas em melanoma. Normalmente os médicos avaliam clinicamente 
empregando o rastreamento por detecção visual, que se embasa na regra do “ABCDE”. Esta 
regra consiste em analisar as pintas ou nevos de acordo com: Assimetria; Bordas irregulares; 
Cores; Diâmetro e Evolução (NCCN, 2018). Por exemplo, nevos normais tendem a ter um 
tamanho menor que 0,5mm, bordas regulares, cores uniformes e devem permanecer do 
mesmo tamanho, mesma forma e cor por muitos anos, sendo estes os critérios a serem usados 
no autoexame, que é um fator que pode determinar a prevenção do melanoma. Mas não há 
nenhuma evidência sólida que o exame clínico visual diminui as morbidades e mortalidades 
(Domingo et al., 2016). 
Após a identificação de uma lesão cutânea suspeita, deve ser procedida sua 
remoção, preferencialmente completa, para a análise de toda a lesão cutânea e o diagnóstico 
clínico-patológico do melanoma (Mills, 2013). O diagnóstico histopatológico baseia-se em 
critérios arquiteturais na epiderme (extensão da lesão, simetria das alterações, padrão de 
distribuição dos melanócitos, circunscrição, predomínio de células isoladas versus ninhos de 
células, configuração da epiderme), e aspectos citológicos dos melanócitos na epiderme e na 
derme, além de maturação celular e atividade mitótica. Alguns autores valorizam ainda a 
determinação da fase de crescimento radial versus e vertical na histopatologia (De Vries, 
2006). O principal fator prognóstico para doenças neoplásicas é o estadiamento, ou seja, a 
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determinação da extensão daquele tumor no organismo, levando em conta aspectos do tumor 
primário (T), do eventual comprometimento linfático regional (N) ou a presença de 
metástases (M), que compõe o estadiamento pela Union International for Cancer Control 
(UICC) e pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Bajaj et al., 2020). 
Diante da letalidade do melanoma, alguns algoritmos têm sido 
desenvolvidos para uso em populações brancas para prever o risco do seu desenvolvimento. 
Usando medidas simples, o algoritmo pode ser usado para ajudar a identificar indivíduos de 
maior e menor risco, em relação a outros da mesma idade e sexo dentro de uma população, 
para quem os perigos da exposição solar seriam diferentes, e produzir estimativas de risco 
absoluto, combinado com dados específicos da população. Características predefinidas 
incluem número de membros da família com melanoma e múltiplos melanomas primários, 
idade média do diagnóstico e presença de câncer de pâncreas ou câncer de vias aéreas 
superiores em um membro da família (Davies et al., 2015; Potjer et al., 2018). 
Embora existam vários testes de painel multigênico aprovados pela FDA 
(Food and Drug Administration) para previsão de risco e diagnóstico de vários tipos de 
câncer, ainda não há teste de biomarcador aprovado pela FDA para estratificação de risco para 
câncer de pele (Trager et al., 2020). Portanto, os testes genéticos não são atualmente 
recomendados rotineiramente na clínica devido à complexa interação poligênica e ambiental 
que influenciam o quadro clínico do melanoma e também porque em função destas variáveis a 
utilidade clínica é incerta (Potrony et al., 2015; Trager et al., 2020). Porém, ressalta-se que a 
avaliação de potenciais genes relacionados à predisposição pode ser utilizada como 
ferramentas de triagem e para delinear clínicas alvos terapêuticos no tratamento de neoplasias, 
sendo esta abordagem importante para futuras práticas em casos de melanoma familial 
(Kefford et al., 2002; Carvalho et al., 2004; Niendorf et al., 2006; Genomel, 2018; Tucker et 
al., 2018; Trager et al.,2020).  
Para a realização deste tipo de análise, são definidos como critérios: a) 
Indivíduo com ≥ 3 familiares próximos (pais, irmão, tios, primos, avós) afetados com 
melanoma; b) Indivíduo com ≥ 3 melanomas primários múltiplos; c) Indivíduo diagnosticado 
com melanoma em idade jovem (≤40 anos); d) Indivíduo com presença de câncer pancreático 
e melanoma na família. Caso um ou mais critérios sejam cumpridos poderá fazer parte de um 
grupo de pessoas com maior suscetibilidade de desenvolver melanoma (Carvalho et al., 2004; 
Niendorf et al., 2006;  Gabree et al., 2014; Aoude et al., 2015; Potrony et al., 2015). 
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2 JUSTIFICATIVA 
 
A maioria dos melanomas diagnosticados em estágio precoce é curável. Por 
outro lado, a mortalidade é elevada entre pacientes diagnosticados em estágios mais 
avançados. Nesse contexto, a identificação de indivíduos geneticamente predispostos ao 
melanoma pode ser importante para adotar medidas de vigilância, diagnóstico precoce e 
tratamento nesse grupo de pacientes de alto risco, na expectativa de diminuir 
significativamente a morbimortalidade. O principal gene supressor de tumor da linha 
germinativa associado ao melanoma é o CDKN2A e as variantes patogênicas deste gene são 
responsáveis pela maioria dos melanomas familiares. Considerando que Missal é um 
município colonizado por descendentes de alemães provenientes do Rio Grande do Sul, que é 
o estado brasileiro com maior incidência de melanoma em comparação com o restante do 
Brasil, e que importante parcela da população de Missal apresenta características fenotípicas 
(cor da pele, cabelos e olhos) semelhantes as dos padrões do Rio Grande do Sul, europeus e 
norte-americanos, estes estão particularmente suscetíveis ao melanoma. Além disso, Missal é 
uma referência na agricultura e o estilo de vida de seus moradores pode estar contribuindo 
para o surgimento de melanoma, especialmente devido à ampla exposição ao sol. Portanto, a 
análise do gene CDKN2A relacionado ao melanoma hereditário na população de Missal-PR 
passa a ser de suma importância para avaliar um possível efeito fundador, especialmente se 
aliado à compreensão do perfil do Município quanto aos hábitos de vida. 
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3 HIPÓTESES 
 
A presença de pelo menos um critério clínico importante para o 
desenvolvimento do câncer melanoma em Missal será superior à prevalência internacional 
(10% dos casos). 
Pacientes diagnosticados precocemente como portadores de melanoma e 
tratados, a médio e longo prazo manifestaram outros tipos de cânceres. 
A prevalência de portadores de melanoma que apresenta histórico familiar 
desta patologia em Missal será maior que a média encontrada no Brasil (5-10%). 
Variantes patogênicas do gene CDKN2A estão envolvidas com a maioria 
dos casos de melanoma em Missal. 
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4 OBJETIVOS  
 
4.1 Objetivo geral 
 
Compreender a situação do câncer de pele em Missal, Pr e identificar o 
perfil genético relacionado ao gene de alta penetrância CDKN2A em pacientes com câncer de 
pele melanoma,  correlacionando com os perfis sócio-demográficos da população. 
 
4.2 Objetivos específicos 
 
 Estabelecer a prevalência do câncer de pele melanoma e não melanoma 
no município de Missal. 
 Rastrear grandes deleções e duplicações de regiões do gene CDKN2A 
usando a técnica de MLPA nos pacientes portadores de melanoma, tendo como grupos de 
comparação pacientes que apresentam câncer de pele não melanoma e indivíduos saudáveis. 
 Identificar a composição de haplótipos com base nas mutações rastreadas 
nos genes CDKN2A e estabelecer a frequência dos mesmos nos grupos de pacientes e 
controles sadios.  
 Estabelecer a relação entre alelos e o surgimento de melanoma nesta 
população, bem como portadores desta doença que apresenta histórico familiar. 
 Verificar a frequência dos casos em que há a presença de pelo menos um 
critério clínico importante para o desenvolvimento do câncer melanoma na população 
amostrada. 
 Correlacionar os dados genéticos obtidos com as informações obtidas nos 
questionários (informações pessoais - idade, raça, zona da cidade que mora; questões 
relacionadas às condições de moradia, renda familiar, hábitos de vida, hábitos de fumo, 
consumo de bebidas alcoólicas) para estabelecer o padrão de adoecimento oncológico.  
 Fornecer subsídios para auxiliar nas estratégias de prevenção do câncer 
dermatológico para o município de Missal, PR. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1 Aspectos éticos 
 
Esta pesquisa está inserido no projeto ESTABELECIMENTO DO PERFIL 
DE ADOECIMENTO ONCOLÓGICO DA POPULAÇÃO DE MISSAL/PR, em uma 
parceria estabelecida entre a Prefeitura de Missal e a Universidade Federal da Integração 
Latino-Americana, tendo sido aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa (CEP)/ Comissão 
Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP)/Plataforma Brasil,  CAAE número 
79421517.9.0000.0107 (Anexo 1). 
 
5.2 Da coleta de informações às análises moleculares 
A figura 5 ilustra as etapas desenvolvidas para a realização do trabalho. 
 
 
Figura 3 – Fluxograma representando as etapas realizadas implicando o início das coletas de 
dados às análises moleculares. 
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A coleta de informações foi realizada pelo Laboratório de Pesquisas em 
Ciências Médicas (LPCM) da UNILA e Prefeitura Municipal de Missal, contando com o 
auxílio de trinta agentes comunitários de saúde que efetuaram a aplicação de questionários 
diretamente aos moradores de Missal participantes do estudo populacional. Para a realização 
das entrevistas, todos os envolvidos passaram por uma capacitação sobre as temáticas 
relacionadas à realização da entrevista, a qual envolveu leitura de materiais e simulações das 
mesmas. O roteiro da entrevista foi do tipo semiestruturado, com questões/ temáticas pré-
estabelecidas e padronizadas. Estes questionário visou a obtenção  de informações pessoais 
(idade, ancestralidade, local de origem, endereço atual), questões relacionadas às condições de 
moradia, renda familiar, hábitos de fumo, consumo de bebidas alcoólicas, consumo de frutas e 
verduras, embutidos, industrializados, bem como local de captação da água utilizada para 
consumo, dentre outros (Anexo 3) do maior número possível de moradores de Missal. Os 
dados foram disponibilizados no sistema SYSGEO (https://sysgeo.com.br/sistemas), onde 
ficam arquivadas todas as informações do domicílio e do morador.  
  Para as análises moleculares foram convidados a participar de forma voluntária 
todos pacientes com mais de 18 anos diagnosticados com câncer de pele (melanoma e não 
melanoma), com confirmação dos tipos de cânceres por meio de laudos e residentes há pelo 
menos três anos no município de Missal. Todos os 9 pacientes com melanoma aceitaram  
participar da pesquisa, enquanto que dentre os portadores de câncer de pele não melanoma 
apenas 38 aceitaram. O controle negativo foi composto de 8 indivíduos adultos saudáveis e 
sem histórico de câncer de pele (melanoma e não melanoma).  
  Como critérios para rastreamento genético os pacientes portadores de 
melanoma preencheram pelo menos um dos seguintes critérios: a) história familiar positiva 
para melanoma (no mínimo um caso); b) múltiplos melanomas primários; c) Indivíduo 
diagnosticado com melanoma em idade jovem (≤40 anos); d) ocorrência de câncer de 
pâncreas e melanoma em um mesmo paciente; e) paciente com melanoma e história familiar 
de câncer de pâncreas; f) síndrome do nevo displásico (Carvalho et al., 2004; Niendorf et al., 
2006; Genomel, 2018).   
  Em todos os casos foi adotado um TCLE (Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido) (Anexo 2), que foi explicado pelos pesquisadores, sendo posteriormente lido e 
assinado pelo participante. 
A análise dos marcadores moleculares foi realizada em duas etapas. Para o 
sequenciamento do DNA das regiões de interesse foram amostrados 100% dos casos de 
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melanoma do município (3 homens e 6 mulheres), 38 indivíduos com câncer de pele não 
melanoma (21 homens e 17 mulheres) e 8 indivíduos controles sem histórico pessoal de 
câncer (4 homens e 4 mulheres), os quais se voluntariaram para participar desta etapa do 
estudo, totalizando em 55 indivíduos. Estes foram estratificados pelo sexo, idade, zona de 
habitação (rural ou urbana), renda familiar, estado civil, ocupação, hábito de vida e tipo de 
câncer (câncer de pele e melanoma) para a pesquisa atual. Na segunda etapa 6 portadores de 
melanoma, 6 portadores de câncer de pele não melanoma e 3 indivíduos sem histórico de 
câncer foram submetidos à analise de MLPA para verificar a existências de grandes 
duplicações e grandes deleções genômicas hereditárias, bem como diferenças entre os grupos. 
Porém, além do gene CDKN2A foram analisados também o gene CDK4 e uma sonda de 
mutação específica de ponto MITF E318K (c.952G>A) para fornecer indicativos do 
envolvimento de outros genes nos surgimentos destes cânceres na população de Missal. Para 
que isso fosse possível, foram coletados cerca de 10 ml de sangue periférico. As amostras 
foram identificadas e dispostas em tubo contendo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 
como anticoagulante utilizando seringas com agulhas descartáveis para posterior 
processamento e análise no LPCM (Laboratório de pesquisas em ciências médicas) da 
UNILA.  
 
 
5.3 Análise dos marcadores moleculares 
 
5.3.1 Extração de DNA e quantificação 
 
As amostras foram enumeradas (para garantir o sigilo) e armazenadas no 
banco de amostras mantido pelo LPCM do Instituto Latino-Americano de Ciências da Vida e 
Natureza da UNILA. 
O sangue dos indivíduos foi utilizado para a extração da amostra de DNA 
genômico usando o kit da Invitrogen PureLink Genomic DNA obedecendo as instruções 
recomendadas pelo fabricante. 
A etapa de lise foi efetuada utilizando 20µL de Proteinase K e 20µL Rnase 
seguida da homogeneização em vórtex e as amostras foram deixadas por 2 minutos à 
temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 200µL de Purelink Genomic Lysis/Binding 
Buffer e homogeneizado, para posterior incubação por 10 minutos a 55ºC.  
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Consecutivamente a amostra foi transferida para a Purelink Spin Column. 
Após essa transferência, a amostra foi centrifugada por 1 minuto em temperatura ambiente em 
uma velocidade de 10.000 rpm (rotações por minuto). Após a sua centrifugação, o tubo 
coletor foi descartado e o tubo com a membrana de sílica foi disposto em outro tubo coletor.  
Em seguida foi feita a fase de lavagem para retirar a maior parte de todas as 
impurezas como proteínas, lipídios, sais minerais e inibidores de PCR, a fim de obter uma 
solução mais homogênea e concentrada de material genético de interesse para poder fazer 
uma PCR de maior qualidade. Esta fase consistiu em adicionar 500µL de Wash buffer 1  no 
tubo contendo a membrana de sílica com o material genético. Logo depois o tubo foi 
centrifugado na temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 rpm. Após a centrifugação, o 
tubo contendo a membrana de sílica foi posto em outro tubo coletor para uma nova 
centrifugação. Foi adicionado 500µL de Wash Buffer 2 preparado com etanol 100%  e 
centrifugado na velocidade máxima (15.000 rpm) por 3 minutos à temperatura ambiente. O 
tubo coletor foi descartado e logo em seguida o tubo contendo a membrana de sílica foi 
transferido em um microtubo de 1,5 mL. 
Por último foi feita a eluição. Foi adicionado 100 µL de líquido de eluição 
da própria fabricante no tubo contendo a membrana de sílica e o material genético. 
Posteriormente a amostra foi centrifugada por 1 minuto na velocidade máxima (15.000 rpm). 
As amostras extraídas foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop 
(Thermo Scientific) seguindo as recomendações da fabricante. Foram avaliados os seguintes 
parâmetros de absorbância: A260/A230 ≥ 1,7 para avaliar a contaminação por sais, 
polissacarídeos e compostos orgânicos e A260/A280 = 1,8 a 2,0 para avaliar a contaminação 
por proteínas. As amostras de DNA foram então diluídas para a concentração final de 25ng/µL 
de DNA e armazenadas em freezer do banco de amostras do LPCM.  
 
5.3.2 Eletroforese 
 
Para a corrida eletroforética foi utilizado o tampão TBE (Tris Borato 
EDTA) e ágar. Para 2 litros de solução tampão TBE pH 8-9 foram utilizados 108g de Tris 
base, 55g de ácido bórico, 3,72g de EDTA (EthyleneDiamine Tetraacetic Acid) e 2L de água 
destilada.  
Foram utilizados 150ml de solução TBE pH8-9 e 1,5g de ágar para a 
preparação do gel de agarose para a realização da corrida de eletroforese. A solução TBE e o 
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ágar foram adicionados em um béquer e homogeneizados com um bastão de vidro. Para a 
completa dissolução, foi utilizado um microondas para o aquecimento por 3 minutos. Após a 
completa dissolução o gel foi disposto em uma cama de eletroforese com pentes até a 
polimerização. 
Para realizar a corrida de eletroforese foram adicionados 5μL de azul de 
bromofenol para cada poço do gel de agarose. No primeiro poço foi adicionado 2μL de ladder 
(marcador utilizado para verificar o peso molecular dos produtos) e 3μL de amostra para cada 
poço subsequente. Após a adição das amostras e do ladder o gel foi levado para uma cuba de 
eletroforese para a realização da corrida por 40 minutos. O resultado foi verificado através de 
um transiluminador da marca Loccus modelo L-Pix Touch para a verificação das bandas.  
 
5.3.3 Sequência dos iniciadores 
 
Para o sequenciamento de DNA foram utilizados sete pares de iniciadores 
para a realização da reação em cadeia da polimerase (PCR). Os iniciadores foram nomeados 
como: CDKN2A, 206, 450, 763, 927 e 930 (Quadro 1). Os iniciadores nomeados como 
CDKN2A foram os mesmos utilizados para a avaliação da população do Rio Grande do Sul 
(Bakos et al., 2011). Os demais iniciadores foram selecionados a partir do catálogo da Thermo 
Fisher Scientific para se ligarem nas regiões de interesse do gene CDKN2A, com amplicons 
maiores de 400pb e que apresentam variáveis indicadas como patogênicas para melanoma. 
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Regiões de ligação dos 
iniciadores 
Sequência Éxon Transcrito 
CDKN2A - Forward 21971092 a 21971092 5'- CTTCCTGGACACGCTGGT - 3' 3 
 
P16
INK4A
 
 CDKN2A - Reverse 21970595 a 21970614 5'- AGTCTTCATTGCTCCGCAGT - 3' 
206 - Forward 21967690 a 21967710 5' - CGATGCTGTCTTCCATGCGAT - 3' 3 
 
P16
INK4A
 
 206 - Reverse 21968286 a 21968263 5' - TGACCTCAGGTTTCTAACGCCTGT - 3' 
450 - Forward 21995032 a 21995055 5’- TCCGCTCCTCTTCTAGATTTGGAAA - 3’ 1 
 
P14
ARF
 
 450 - Reverse 21995528 a 21995507 5’- GGGAGACCGGAGAGAGAACGTA - 3’ 
763 - Forward 21974955 a 21974974 5' - CCTCCGACCCTGTCCCTCAA - 3' 2 
 
P16
INK4A
 
 763 - Reverse 21975444 a 21975423 5'- GGAGATTTCGATTCTCGGTGGG - 3' 
927 - Forward 
21967351 a 21967369 
 
5' - GGGTCTCAGAACGCCGAGG - 3' 
3 
 
P16
INK4A
 
 927 - Reverse 21967889 a 21967866 5' - AAGCTGTCGACTTCATGACAAGCA - 3' 
930 - Forward 21968490 a 21968509 5’- GAGGGCAGAGAAAGCGCGAC - 3’ 3 
 
P16
INK4A
 
 930 - Reverse  21968993 a 21968969 5’- ACGGGAGAAAGAAACTCAAGTGCAA- 3’ 
Quadro 1 - Especificações como regiões de interesse, sequências dos iniciadores, éxon alvo e transcrito (Apêndice 1). 
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5.3.4 Sequências referências 
 
Todas as RefSeq (sequências referência) foram retiradas do banco de dados 
NCBI e utilizadas para a análise: a) CDKN2A: NM_000077.4; b) Primer 206: NM_000077.4, 
NM_001195132.1, NM_058195.3, NM_058197.4, XM_005251343.1, XM_011517676.2, 
XM_011517679.1, NP_000068.1, NP_001182061.1, NP_478102.2, NP_478104.2, 
XP_005251400.1, XP_011515978.1 e XP_011515981.1; c) Primer 450: XM_011517679.1, 
XP_011515981.1; d) Primer 763: NM_000077.4, NM_001195132.1, NM_058195.3, 
XM_011517675.2, XM_011517676.2, XM_011517679.1, NP_000068.1, NP_001182061.1, 
NP_478102.2, XP_011515977.1, XP_011515978.1 e XP_011515981.1; e) Primer 927: 
NM_000077.4, NM_001195132.1, NM_058195.3, NM_058197.4, XM_005251343.1, 
XM_011517679.1, NP_000068.1, NP_001182061.1, NP_478102.2, NP_478102.2, 
XP_005251400.1 e XP_011515981.1; f) Primer 930: NM_000077.4, NM_001195132.1, 
NM_058195.3, NM_058197.4, XM_005251343.1, XM_011517676.2, XM_011517679.1, 
NP_000068.1, NP_001182061.1, NP_478102.2, NP_478104.2, XP_005251400.1, 
XP_011515978.1 e XP_011515981.1. 
 
5.3.5 PCR 
 
As amplificações das regiões de interesse foram realizadas com um volume 
total de 15μL de solução contendo 7,0 μL de água miliQ, 3 μL de dNTP a 2 mM, 1,5 μL de 
tampão 10X (NH4)2SO4 2M, Tris-HCl 2M, MgCl2 1M e Tween 20 a 1%, 0,6 μL de MgCl 
(Cloreto de Magnésio) 0,6 μL para cada iniciador a 10 mM/μL, 0,15 μL de Taq DNA 
Polimerase (5 U) e 1,5 μL de DNA (50 ng/uL).  
Os parâmetros de amplificação para os iniciadores CDKN2A foram: 95 °C 
por 1 minuto, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, temperatura de anelamento de 60 ºC por 1 
minuto e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Por fim, uma extensão final de um ciclo a 72 °C 
por 7 minutos. 
Para os iniciadores 206, 450 e 763 foram utilizados os seguintes padrões de 
PCR: 95 °C por 1 minuto, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, temperatura de anelamento de 57 
ºC por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Por fim, uma extensão final a 72 °C por 
7 minutos. 
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E por último, para os iniciadores 927 e 930 foram utilizados: 95 °C por 1 
minuto, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, temperatura de anelamento de 55 ºC por 1 minuto e 
72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Por fim, uma extensão final a 72°C por 7 minutos. 
 
5.3.6 Sequenciamento das regiões de interesse 
 
Para realizar o sequenciamento foram utilizados os seguintes reagentes: 
Thermo Fisher Scientific ExoSAP-IT
TM
 PCR; BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit; precipitação com EtOH/EDTA e análise da amostra via software ABI-3500 desenvolvido 
e provido pela empresa ThermoFisher. O sequenciamento foi dividido em três etapas: 
purificação, reação de sequenciamento e precipitação da amostra.  
 
5.3.6.1 Purificação via ExoSap 
Foram utilizados 5 μL de produto de PCR e mais 2 μL de solução ExoSap 
para cada amostra. Foram realizados os seguintes passos para o processo de purificação: a 
solução contendo 2μL de ExoSap foi transferida para um microtubo contendo 5 μL de produto 
de PCR. As amostras foram então levadas ao termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler 
para que fossem realizadas as condições dos ciclos. Os ciclos foram: 37 °C por 30 min; 80 °C 
por 15 minutos para a inativação da ExoSap e o último passo foi de 10°C por 1 minuto para 
preservar a amostra. 
 
5.3.6.2 Reação de sequenciamento 
 
Para a reação de sequenciamento, foi utilizado o kit de reagente BigDye™ 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Foram utilizados 4 μL de H2O MiliQ, 2 μL de 5X 
Sequencing Buffer, 2 μL iniciador forward e/ou reverse, 0,3 μL BigDye™ Terminator v3.1 
Cycle Sequencing, 1,5 μL de amplicons resultantes da PCR e um filme adesivo protetor. As 
amostras foram acondicionadas em uma placa de sequenciamento e logo após levadas ao 
termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler para a realização das etapas do ciclo.  
O ciclo da reação de sequenciamento foi dividido em três etapas: 
desnaturação, anelamento e extensão. Estas etapas ocorreram em 14 passos. Passo 1 
(aquecimento): 60 segundos a 96 °C; Passo 2 (desnaturação): 10 segundos a 96 °C; Passo 3 
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(anelamento): 15 segundos a 50 °C; Passo 4 (extensão): 75 segundos a 60 °C; Passo 5: 
repetiu-se os processos 2-4 por 15 vezes; passo 6 (desnaturação): 10 segundos a 96 °C; passo 
7 (anelamento): 15 segundos a 50 °C; passo 8 (extensão): 90 segundos a 60 ºC; passo 9: 
repetiu-se os passos 6-8, 5 vezes; passo 10 (desnaturação): 10 segundos a 96 °C; passo 11 
(anelamento): 15 segundos a 50 °C; passo 12 (extensão): 120 segundos a 60 °C; passo 13: 
repetiu-se os passo 10-12, 5 vezes; passo 14: por 10 °C até a retirada da amostra do 
termociclador. 
 
5.3.6.3 Precipitação 
 
Para a precipitação foi utilizado 10 μL de cada amostra de reação de 
sequenciamento. Para cada poço da placa de sequenciamento foi colocado o mix contendo 
32,5 μL de EtOH/EDTA (2,5 μL 125mM EDTA + 30,0 μL  de etanol 100%), homogeneizado 
de 3x a 4x no vórtex. Após 15 minutos, centrifugou-se a placa por 25 minutos em uma 
velocidade de ≥ 4725 rpm a 4 °C. Após a centrifugação, foi retirado o filme adesivo protetor, 
inverteu-se a placa em um lenço para enxugar o álcool e centrifugou-se por mais 1 minuto na 
velocidade de 945 rpm (com a placa invertida).  
Após o primeiro procedimento de centrifugação, a placa foi levada até a 
bancada para adicionar 30 μL de EtOH 70% para o segundo procedimento de centrifugação. 
Após adicionar etanol 70%, a placa foi centrifugada por 15 minutos a 3598 rpm a 4°C. 
Imediatamente após a centrifugação, retirou-se o filme adesivo que cobre a placa para a 
proteção das amostras e logo após a placa foi invertida em cima de um lenço para enxugar o 
álcool. Após enxugar, a placa foi centrifugada na velocidade de 945 rpm por 1 minuto. As 
amostras foram incubadas 15 minutos em termociclador à 37 °C. Em seguida, foram 
ressuspendidas com 10 μL de formamida Hi-Di e desnaturadas por 1 minuto à 95 °C. Estas 
amostras foram então injetadas no sequenciador Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic 
Analyzers. 
 
5.3.6.4 Análise da amostra 
 
Após o processo de sequenciamento realizado no sequenciador ABI-3500, 
os resultados gerados foram transferidos para um computador para a análise dos 
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eletroferogramas e das sequências. Estas análises foram realizadas por meio do software 
Bioedit e Chromas. Foram considerados picos normais aqueles que possuíam apenas um pico 
e índice QV (Quality Value) acima de 20. Amostras que possuíam dois picos foram analisadas 
através do índice QV e efeito de parcimônia. 
 
5.3.7 Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) 
 
Para análise da presença de grandes duplicações e deleções genômicas 
hereditárias nos pacientes portadores de melanoma foi utilizado nesse estudo o kit SALSA 
MLPA P419 CDKN2A/2B-CDK4 probemix (Mrc-Holland, Amsterdã, Holanda) versão B1, 
composto por 14 sondas do gene CDKN2A (9p21.3). Neste mesmo kit também estão contidas 
nove sondas do gene CDK4 gene (12q14.1) incluindo sonda de WT (Wild Type) para códon 
24 de CDK4, 10 sondas de região flanqueadora do cromossomo 9 e uma sonda de mutação 
específica de ponto MITF E318K (952G>A). Ainda, o kit contém 14 sondas de referência, 
detectando diferentes localizações cromossômicas autossômicas, que se espera que sejam 
relativamente estáveis pelo número de cópias nos tumores melanocíticos (Anexo 4). Para essa 
metodologia, as amostras de DNA foram utilizadas em uma concentração de 200 ng (5 μl de 
DNA a 40 ng/μl).  
Cada experimento de MLPA foi dividido em quatro etapas e o processo 
realizado em dois dias. O primeiro dia consiste em desnaturação de DNA e reação de 
hibridização; o segundo dia consiste em reação de ligação e reação de PCR. Na etapa de 
desnaturação de DNA foram utilizados 5 μL de cada amostra contendo aproximadamente 150 
ng de DNA, as quais foram incubadas em termociclador a 98 ºC por 5 minutos e a 25 ºC no 
momento de pausa, que é necessário para preparar as amostras para a etapa de hibridização.  
Para a hibridização foi realizada a preparação da solução desta etapa 
utilizando 1,5 μL de MLPA buffer contendo KCl, Tris-HCl, EDTA, PEG-6000, DTT, 
oligonucleotídeos e 1,5 μL de probemix solução composta por oligonucleotídeos sintéticos, 
oligonucleotídeos bacterianos purificados, Tris-HCl e EDTA. Após a homogeneização, 3 μL 
da solução contendo o MLPA buffer + probemix foi adicionada a um microtubo contendo a 
amostra. Para a hibridização as amostras foram incubadas em um termociclador a 95 ºC por 1 
minuto e mais 17 horas a 60 ºC.  
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Após o período de hibridização foi realizada a etapa de ligação. Nesta etapa, 
a solução foi preparada com 25 μL de H2O MiliQ, 3 μL de ligase buffer A, contendo a 
coenzima NAD; 3 μL de ligase buffer B, Tris-HCl, MgCl2, detergente não iônico e por último 
foi adicionado também 1 μL de enzima ligase-65, glicerol, EDTA, DTT, KCl, Tris-Hcl, 
detergente não iônico. Após a preparação da solução foram adicionados 32 μL da solução para 
cada amostra, as quais foram e incubadas em termociclador a 54 ºC durante 15 minutos, 98 ºC 
por cinco minutos e pausa a 20 ºC. 
Logo após a etapa de ligação, foi realizada a etapa de reação de PCR. Esta 
etapa consiste na amplificação de produtos resultantes da ligação dos iniciadores nas regiões 
de interesse. Portanto, foi preparada uma solução para a reação contendo 7,5 μL de H2O 
MiliQ, 2 μL de SALSA PCR iniciador mix, contendo oligonucleotídeos sintéticos com 
fluoróforos (FAM), dNTPs, Tris-HCl, KCl, EDTA, detergente não iônico; e foi adicionado 0,5 
μL de SALSA polymerase, glicerol, detergente não iônico, EDTA, DTT, KCl, TrisHCl, enzima 
polimerase. Após a preparação do mix os tubos foram retirados do termociclador e dispostos 
na bancada para a pipetagem da solução dentro de cada tubo contendo as amostras, na 
temperatura ambiente e com as luzes apagadas, ou seja, o trabalho foi realizado com o 
mínimo de luz possível que não houvesse perda da funcionalidade dos fluoróforos. 
Posteriormente os tubos foram colocados novamente no termociclador por 30 segundos a 95 
°C; 30 segundos a 60 °C e 60 segundos a 72 °C por 35 ciclos, seguido de 72 °C por 20 
minutos. 
Após a reação de PCR os produtos foram identificados utilizando o Genetic 
Analyser 3500 (Applied Biosystem), com filtros de fluorescência específicos, seguindo o 
protocolo desenvolvido por MRC-Holland. Para a identificação foi utilizado 0,7 μl da reação 
de PCR, 0,2 μL de 600 LIZ, 9 μL Formamida Hi-Di.  
O software Coffalyser (http://www.mrc-holland.com) foi utilizado para a 
análise das amostras quanto à presença de deleções e duplicações em heterozigose. Os dados 
foram normalizados dividindo a área do pico de cada sonda pela soma dos picos de todas as 
sondas na amostra. O valor normalizado foi dividido pela área do pico da sonda 
correspondente, obtida a partir do DNA controle. Para averiguar a presença de deleções e 
duplicações em heterozigose, os valores foram definidos de acordo com o quociente de 
dosagem definido pela fabricante.  
 
 
 
39 
 
5.3.8 Análise das amostras submetidas ao MLPA 
 
Para a análise da variabilidade populacional de Missal e comparação dos 
padrões foram amostrados indivíduos portadores de melanoma (grupo mel), câncer de pele 
não melanoma (grupo ca pele) e pessoas saudáveis (controle negativo).  
As amostras que demonstraram duplicações e deleções foram tabeladas em 
planilhas para efeitos de correlações com dados dos questionários preenchidos pela população 
em estudo. As amostras foram dispostas nas linhas enquanto os genes em colunas das 
planilhas. As amostras que obtinham normalidades em genes foram representadas como n 
(normal), deleções (vermelho) e duplicações (azul). Em seguida, os dados foram testados 
software no Graphpad Prism 7 para análises estatísticas utilizando t teste, qui-quadrado e 
correlação de spearman. Foram aceitos resultados apenas de amostras que apresentassem 
diferenças significativas (p < 0.05) tabelados em PDF gerados pelo Coffalyser (Tabela 1) e 
que tivessem os índices de controle de qualidade dentro dos parâmetros recomendados pela 
fabricante (Figura 3 e 4). 
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Figura 4 - Gráfico gerado pelo software Coffalyser para identificar as mutações de deleções e duplicações. O eixo Y (seta preta) sinaliza a razão 
de 0 a 2.5 assemelhando-se à curva gaussiana indicando a normalidade das amostras. As linhas abaixo de 1 indicam deleções e acima de 1 
indicam duplicações. A seta verde representa os genes, os éxons e introns afetados. As setas vermelhas indicam as deleções que estão 
representadas em círculos vermelhos fora do boxplot e as setas roxas estão representando as deleções não significativas. Os círculos pretos 
demonstram os genes em suas normalidades. Este gráfico foi gerado fazendo comparações entre as referências (grupo controle negativo), grupo 
melanoma (mel) e grupo câncer de pele não melanoma (ca pele). 
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Figura 5 - Gráfico gerado pelo software Coffalyser. O eixo Y (seta rosa) mostra a escala de unidades de referências de fluorescência que vai de 0 
a 9000. Os picos azuis com as pontas pretas representam os índices de qualidade (fragmentos Q e fragmentos D). Os picos dos fragmentos Q 
(seta alaranjada) demonstram a quantidade de DNA presente na referida amostra. Picos mais altos nos fragmentos Q representam uma baixa 
quantidade de DNA enquanto que os picos mais baixos representam alta quantidade de DNA. Os picos dos fragmentos D (setas pretas) 
representam a desnaturação do DNA das amostras. Picos mais altos nos fragmentos D representam uma alta taxa de desnaturação enquanto que 
os picos mais baixos representam uma baixa desnaturação. As setas vermelhas representam os genes com deleções e a seta verde demonstra o 
tamanho das sondas em ordem crescente. 
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Tabela 1 - Representação das sondas. 
 
Tamanho das sondas
1
, dos éxons² e introns
2
, posição dos genes nos cromossomos
3
, localizações
4
, comprimento
5
, área
6
, razão
7
, desvio padrão
8
, 
símbolos representando as mutações
9
, símbolos representando as mutações das amostras
10
, largura
11
. Os símbolos que indicam as razões das 
mutações na tabela são: <<, indica uma diminuição no sinal em comparação às referências, portanto indicando uma deleção não significativa 
estando numa razão entre 0.7 e 1; >>, indica um aumento no sinal em comparação às referências, portanto indicando uma duplicação não 
significativa estando numa razão entre 1 e 1.3; <<*, indica deleções significativas estando abaixo da razão 0.7; >>* indica duplicações 
significativa estando acima de 1.3; <*, indica deleções não significativas estando abaixo da razão 0.7; >*, indica duplicações não significativas 
estando acima da razão 1.3 e o símbolo “?” indica dados inconclusivos sobre os resultados. Os números em azul e negrito representam 
duplicações e os números em vermelho e negrito representam deleções. OBS: os dados da tabela destas amostras não são os mesmos dos dados 
dos gráficos apresentados anteriormente.  
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5.3.9 Análise dos dados  
 
Por meio dos dados coletados e disponibilizados no SYSGEO foi calculada 
a prevalência do câncer de pele melanoma e não melanoma no município de Missal.  O 
cálculo foi realizado a partir do número total de pacientes com câncer de pele, melanoma ou 
não melanoma, que foi dividido pelo número total da população estimada de Missal para 2019 
segundo o IBGE (10702 pessoas) e o resultado foi multiplicado por 100.000 (cem mil) (total 
do indicador/população total * 100000 = taxa/100 mil habitantes).  
Para a análise dos questionários os indivíduos foram segregados em 3 
categorias: a) população total de Missal, o número total dos questionários coletados até o fim 
da pesquisa; b) População com câncer de pele não melanoma; c) População com melanoma.  
Para a realização do sequenciamento de DNA foram amostrados 9 
indivíduos com melanoma (grupo mel) e selecionados como grupos de comparação 38 
indivíduos com câncer de pele não melanoma (grupo ca pele) que se disponibilizaram a fazer 
parte da pesquisa e 8 indivíduos controle negativo (grupo controle negativo), totalizando 55 
indivíduos. 
A primeira parte do sequenciamento foi realizada com os 55 indivíduos 
utilizando os pares de iniciadores CDKN2A, o qual permite avaliar se a população de Missal 
apresenta a mesma informação genética encontrada no Rio Grande do Sul, conforme (Bakos 
et al., 2011). A segunda etapa do sequenciamento foi realizada com os 8 indivíduos do grupo 
controle negativo e 9 indivíduos do grupo melanoma para os demais iniciadores (206, 450, 
763, 927 e 930), totalizando 17 indivíduos, utilizando os iniciadores da Thermo Fisher 
Scientific que se ligam em diferentes regiões do gene CDKN2A, com amplicons maiores de 
400pb e que apresentam variáveis indicadas como patogênicas para melanoma, mas não 
exclusivamente no Brasil (Quadro 1). 
  As informações obtidas nos questionários foram tabuladas em planilhas 
eletrônicas, sendo as variáveis independentes: idade, gênero, ascendência, tempo de 
residência em Missal, hábitos de vida (criação de animais e plantação na própria residência, 
tipo de trabalho, trabalhos anteriores, uso de tabaco, uso de protetor solar, exposição solar), 
histórico de câncer na família (se tem parentes com outros tipos de câncer como, por exemplo, 
câncer de pele; grau de parentesco e parentes com algum tipo de câncer), consumo alimentar 
(consumo de churrascos, carne vermelha, frituras, doces, frutas, legumes e verduras, 
embutidos, industrializados, chá de ervas, chimarrão, captação de água e o consumo de 
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álcool) e tipos de residências (urbana ou rural e também se as residências permanecem em 
regiões epicentrais). 
Para avaliar de forma mais eficaz os tipos de trabalhos e trabalhos anteriores 
foram considerados apenas para o tipo de trabalho: aposentados, agricultores e “outros”. A 
classificação “outros” referente ao tipo de trabalho é determinada quanto ao conjunto de 
trabalhos que não estão relacionados aos aposentados ou agricultores. Por exemplo, secretária 
(o), administradores, frentistas, entre outros. Quanto aos trabalhos anteriores, foram 
classificados apenas se os indivíduos tivessem respondido como agricultores, não declarado 
ou não tinham e “outros”. Novamente, a classificação outros foi considerada como o conjunto 
de trabalhos que não estão enquadrados à agricultura. 
As análises das variáveis de consumos alimentares foram determinadas no 
questionário pela frequência de tempo de consumo, ou seja, os indivíduos necessitavam 
responder o questionário conforme o tempo pré-estabelecido. O questionário estabelecia um 
padrão de consumo de 1 dia a 7 dias ou mais por semana para o consumo de alimentos e 
chimarrão e de 1 dia a 5 dias ou mais por semana para o consumo de chá de ervas. Com 
relação ao hábito etilista, os entrevistados se autodeclararam como consumo baixo, médio e 
alto, de acordo com sua autopercepção. A variável do uso de protetor solar e exposição solar 
também foram preenchidos de 1 dia a 5 dias ou mais por semana.  
O histórico de câncer familiar no questionário foi respondido conforme o 
grau de parentesco (1º, 2º e 3º), o tipo de câncer e o ano do diagnóstico. 
 Indivíduos que possuíam algum parente com câncer foram contabilizados 
como “sim” e caso contrário como “não”. Foram descartados os parentes que, considerados 
familiares pelos indivíduos, porém, não haviam consanguinidade, tais como: esposa, marido, 
cunhado, sogra, sogro, entre outros. 
As análises descritivas foram realizadas no estudo qualitativo através das 
variáveis independentes relacionadas ao questionário. Variáveis como idade, idade do 
diagnóstico, tabagistas e gênero foram avaliados com média, desvio padrão, erro padrão e 
porcentagem.  
 As variáveis contínuas foram analisadas por meio de medidas de tendência 
central e as categóricas por meio de medidas de frequências (absoluta e relativa). Para 
comparação entre grupos foi feito o teste de qui quadrado com post hoc nos dados categóricos 
e teste t de t Student entre grupos nos dados contínuos, considerando significantes valores de 
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p<0,05. O banco de dados foi analisado por meio do pacote estatístico SPSS (Statistical 
Package for Social Science for Windows, Inc., USA) versão 20.0. 
Para comparação entre grupos foi feito o teste de qui quadrado com post hoc 
nos dados categóricos e teste t de Student entre grupos nos dados contínuos. Correlação de 
Spearman confiança 0.05. 
Para verificar as variáveis que mais contribuíram na distinção dos grupos 
(saudáveis, câncer de pele não melanoma e melanoma) foi feita a análise de análise de 
SIMPER no programa livre Past.  
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6 RESULTADOS 
 
Os resultados serão apresentados em duas partes. A primeira (item 6.1) se 
refere ao perfil da população de Missal obtido pela análise dos questionários respondidos por 
6648 pessoas (62% da população total), sendo 3.180 homens e 3.468 mulheres, com idade 
média populacional de 41.39 anos, com ênfase nos dados da população portadora de 
melanoma e câncer de pele não melanoma (Tabela 2). A segunda etapa (item 6.2) se refere 
aos resultados da análise molecular dos pacientes portadores de melanoma e câncer de pele 
não melanoma, bem como a relação entre estes dados e suas informações sociobiológicas. 
 
6.1 Perfil da população de missal  
 
A maioria dos moradores de Missal relata ter parentes com algum tipo de 
câncer (56%). Em relação à população com câncer de pele não melanoma e melanoma este 
número é 67% e 100%, respectivamente. Ainda, maioria dos portadores de câncer de pele não 
melanoma e melanoma relata não possuir outros tipos de cânceres, sendo 96% no primeiro 
grupo e 67% no segundo grupo. Porém, dentre os portadores de melanoma, 2 relatam 
apresentar outros cânceres, tais como câncer de cérebro, mama e linfoma. 
A prevalência do melanoma em Missal é de 0.08%, sendo 0.03% no sexo 
masculino e 0.05% no sexo feminino. A ocorrência do melanoma é de 84/100 mil habitantes, 
sendo 27/100 mil habitantes do sexo masculino e 57/100 mil habitantes do sexo feminino. A 
presença de pelo menos um critério clínico importante para o desenvolvimento do melanoma 
hereditário neste grupo em Missal foi de 11% e quatro portadores de melanoma se 
enquadraram nos critérios de rastreamento de melanoma familiar, totalizando 44% da 
amostra. O câncer de pele não melanoma ocorre em 1.708/100 mil habitantes, sendo 897/100 
mil habitantes do sexo masculino e 811/100 mil habitantes do sexo feminino.  
  Na tabela 2 pode ser observado o perfil da população de Missal (PR), incluindo 
os portadores de melanoma e câncer de pele não melanoma, demonstrando idade, idade de 
diagnóstico do câncer de pele (melanoma e não melanoma), gênero e hábito tabagista.  
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Tabela 2 - Perfil da população de Missal. ¹Erro padrão (Standard error). 
Variável 
População total 
Idade (anos) n % 
30 a 39 856 13% 
40 a 49 908 14% 
50 a 59  
1028 15% 
Acima de 60 1617 24% 
Total 6648 66% 
Média 41.39±22.58SE¹0.27 
Idade do diagnóstico (População 
câncer de pele não melanoma e 
melanoma)     
Não definido 25 13% 
20 a 29 
10 5% 
30 a 39 19 10% 
40 a 49 
36 19% 
50 a 59 45 23% 
Acima de 60 
55 29% 
Total 188 
 
Média 51.71±15.65SE¹0.19 
Gênero     
Feminino com câncer de pele não 
melanoma 85 48% 
Masculino com câncer de pele não 
melanoma 94 52% 
Feminino com melanoma 6 67% 
Masculino com melanoma 3 33% 
Feminino total 3468 52% 
Masculino total 3180 48% 
Fumantes     
Não (população total) 
5519 83% 
Sim (população total) 1129 17% 
Não (melanoma) 7 78% 
Sim (melanoma) 2 22% 
Não (com câncer de pele não melanoma) 120 68% 
Sim (com câncer de pele não melanoma) 59 32% 
 
A frequência de exposição solar e uso de protetor solar da população total e dos 
pacientes portadores de câncer de pele melanoma e não melanoma podem ser vistos no 
gráfico 1. 
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Gráfico 1 - Gráfico da exposição solar e da utilização de protetor solar referente à população 
de Missal, população com população com melanoma e a câncer de pele não melanoma. 
 
 Os gráficos 2 a 5 demonstram os hábitos de consumo da população total de Missal, 
dos portadores de melanoma e de câncer de pele não melanoma, enfatizando a frequência do 
consumo semanal.  O gráfico 6 mostra as formas de captação de água para consumo. 
 
Gráfico 2 – Frequência semanal (em %) do consumo de frutas, industrializados, 
legumes/verduras e embutidos declarados pela população de Missal, PR, portadores de câncer 
de pele não melanoma e melanoma. 
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Gráfico 3 - Frequência semanal (em %) do consumo de carnes vermelhas, doces, churrasco e 
frituras na população de Missal, PR, portadores de câncer de pele não melanoma e melanoma. 
 
 
Gráfico 4 - Frequência semanal (em %) do consumo chá de ervas e chimarrão da população 
de Missal, PR, portadores de câncer de pele não melanoma e melanoma. 
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Gráfico 5 – Padrão de consumo de bebidas alcoólicas pela população de Missal (barra azul), 
câncer de pele não melanoma (barra vermelha) e melanoma (barra alaranjada). Eixo “x” 
representa a porcentagem e o eixo “Y” o padrão de consumo de álcool. 
 
 
 
Gráfico 6 – Tipos de captação de água para consumo pela população de Missal (barra azul), 
portadores de pele não melanoma (barra vermelha) e de melanoma (barra alaranjada). 
  
A análise descritiva completa dos dados disponibilizados no Sysgeo está 
disponibilizada na tabela 3. 
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Tabela 3 - Análise descritiva dos dados disponibilizados no Sysgeo em 31/05/2020 em 
número absoluto e porcentagem nos grupos amostrados, sendo: População - todos os 
indivíduos amostrados; Ca Pele - portadores de câncer de pele não melanoma; Mel - 
portadores de melanoma. 
Variável 
População 
total (%) 
Câncer de pele 
não melanoma 
(%) 
Melanoma 
(%) 
Local de residência 
Urbano 70% 62% 67% 
Rural 29% 37% 33% 
Não declarado 1% 1% 0% 
Tipo sanguíneo 
A 19% 15% 22% 
B 3% 2% 22% 
AB 2% 3% 11% 
O 22% 22% 22% 
Não declarado 55% 53% 22% 
Chimarrão 
Não consome 34% 18% 22% 
1 dias/semana 9% 5% 0% 
2 dias/semana 9% 5% 0% 
3 dias/semana 11% 11% 0% 
4 dias/semana 1% 4% 0% 
5 dias/semana 0% 1% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 37% 57% 78% 
Chá 
Não consome 29% 15% 0% 
1 dias/semana 26% 29% 11% 
2 dias/semana 17% 23% 22% 
3 dias/semana 4% 10% 0% 
4 dias/semana 10% 2% 0% 
5 dias/semana 13% 21% 67% 
Frutas 
Não consome 5% 4% 0% 
1 dias/semana 9% 3% 0% 
2 dias/semana 11% 7% 0% 
3 dias/semana 11% 9% 22% 
4 dias/semana 7% 10% 22% 
5 dias/semana 8% 4% 0% 
6 dias/semana 5% 5% 11% 
7 dias/semana 44% 57% 44% 
Legumes e verduras 
Não consome 2% 2% 0% 
1 dias/semana 5% 3% 22% 
2 dias/semana 6% 2% 0% 
3 dias/semana 8% 5% 0% 
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4 dias/semana 5% 4% 0% 
5 dias/semana 7% 4% 11% 
6 dias/semana 5% 8% 11% 
7 dias/semana 59% 72% 56% 
Industrializados 
Não consome 33% 48% 56% 
1 dias/semana 22% 22% 0% 
2 dias/semana 12% 7% 11% 
3 dias/semana 8% 7% 0% 
4 dias/semana 5% 4% 11% 
5 dias/semana 4% 2% 0% 
6 dias/semana 2% 0% 0% 
7 dias/semana 17% 11% 22% 
Carnes 
Não consome 3% 3% 22% 
1 dias/semana 5% 2% 0% 
2 dias/semana 9% 12% 11% 
3 dias/semana 16% 21% 11% 
4 dias/semana 12% 13% 22% 
5 dias/semana 11% 7% 0% 
6 dias/semana 7% 11% 11% 
7 dias/semana 37% 31% 22% 
Churrasco 
Não consome 16% 13% 22% 
1 dias/semana 73% 79% 67% 
2 dias/semana 8% 6% 0% 
3 dias/semana 1% 0% 0% 
4 dias/semana 1% 2% 0% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 1% 1% 11% 
Embutidos 
Não consome 25% 28% 22% 
1 dias/semana 21% 28% 67% 
2 dias/semana 15% 10% 0% 
3 dias/semana 12% 7% 0% 
4 dias/semana 5% 6% 0% 
5 dias/semana 5% 3% 0% 
6 dias/semana 2% 2% 0% 
7 dias/semana 14% 15% 11% 
Doces 
Não consome 14% 13% 22% 
1 dias/semana 19% 26% 33% 
2 dias/semana 14% 14% 22% 
3 dias/semana 13% 12% 11% 
4 dias/semana 6% 6% 0% 
5 dias/semana 7% 6% 0% 
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6 dias/semana 4% 3% 0% 
7 dias/semana 23% 19% 11% 
 
 
 
Frituras 
Não consome 14% 19% 11% 
1 dias/semana 31% 37% 33% 
2 dias/semana 19% 19% 22% 
3 dias/semana 12% 6% 0% 
4 dias/semana 6% 3% 0% 
5 dias/semana 5% 5% 0% 
6 dias/semana 3% 0% 0% 
7 dias/semana 10% 6% 33% 
Exposição solar 
Não se expõe 5% 9% 0% 
1 dias/semana 37% 32% 33% 
2 dias/semana 7% 8% 22% 
3 dias/semana 4% 4% 11% 
4 dias/semana 4% 3% 0% 
5 dias/semana 43% 40% 33% 
Uso de protetor solar 
Não utiliza 56% 27% 22% 
1 dias/semana 11% 15% 22% 
2 dias/semana 12% 11% 0% 
3 dias/semana 0% 1% 22% 
4 dias/semana 7% 13% 11% 
5 dias/semana 14% 33% 22% 
Trabalho atual 
Agricultor 9% 12% 11% 
Aposentado 11% 24% 33% 
Outros 71% 31% 33% 
Não declarado 9% 33% 22% 
Trabalho anterior 
Agricultor 17% 32% 44% 
Não definido ou não teve 60% 46% 33% 
Outros 24% 22% 22% 
Medicamentos 
Não 60% 27% 33% 
Sim 40% 68% 67% 
Parentes com câncer 
Não 44% 33% 0% 
Sim 56% 67% 100% 
Outro tipo de câncer 
Não 0% 4% 22% 
Sim 0% 96% 78% 
Hábito tabagista 
Não 83% 68% 78% 
Sim 17% 32% 22% 
Consumo etílico 
Não consome 56% 50% 56% 
Baixo 33% 38% 33% 
Médio 9% 12% 11% 
Alto 1% 0% 0% 
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Água de consumo 
Caixa comunitária 26% 37% 33% 
Poço 9% 7% 22% 
Sanepar 57% 47% 44% 
Não declarado 8% 8% 0% 
 
 
6.2 Marcadores moleculares 
 
6.2.1 Sequenciamento de DNA 
 
Dos 55 indivíduos amostrados, foi detectada apenas uma mutação no gene 
CDKN2A em 1 indivíduo pertencente ao grupo melanoma utilizando o iniciador CDKN2A. 
Este indivíduo apresentou um SNP (Single nucleotide Polimorphism), sendo este uma 
substituição de uma guanina por uma adenina na posição 436 (c.436G>A) o qual afeta o éxon 
3 do gene CDKN2A trocando um Aspartato por uma Asparagina no códon 146 
(p.Asp146Asn). Não foram encontradas outras mutações nas demais amostras e em nenhum 
dos outros iniciadores (figuras 6 e 7). Os demais alinhamentos podem ser conferidos no 
apêndice deste trabalho.  
 
 
Figura 6 - Representação do resultado do comprimento de ondas do eletroferograma do 
respectivo SNP. 
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Figura 7 - Alinhamento de consenso das sequências das amostras de câncer de pele não 
melanoma (Skin Cancer) e melanoma (Mel) usando o primer CDKN2A mostrando um SNP 
na posição 436, que afeta o exon 3 do gene CDKN2A, trocando um Aspartato por uma 
Asparagina no códon 146 indivíduo com melanoma (Mel SNP). A sequencia de referência 
gene CDKN2A é apresentado na primeira linha dos grupos (CDKN2A) e foi obtido no banco 
de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1029). 
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Com relação ao iniciador 206, apenas as amostras do grupo controle 
negativo amplificaram. Para o iniciador 450 uma amostra do controle negativo não 
amplificou, bem como 3 amostras do grupo melanoma. Para os iniciadores 763 e 927 todas as 
amostras do grupo controle negativo e somente quatro amostras do grupo melanoma foram 
amplificadas e para o iniciador 930 todos amplificaram menos 1 amostra do grupo melanoma. 
 
6.2.1.1 Multiplex ligation-dependent probe amplification 
 
As características parciais dos indivíduos dos grupos melanoma, câncer de 
pele não melanoma e controle negativo submetidos à técnica de MLPA estão demonstradas no 
quadro 3.  
Alterações não foram observadas em 79,2% das amostras, 11,36% 
apresentaram deleções e 9,47% duplicações, estando estas indicadas no Quadro 4. Ressalta-se 
que o grupo controle negativo não possui nenhuma alteração genômica.  Foram encontradas 
107 mutações (63 duplicações e 44 deleções) no total, sendo 28,97% das duplicações e 21,5% 
das deleções no grupo câncer de pele não melanoma e 29,9% das duplicações e 19,63% das 
deleções no grupo melanoma. Contudo, somente 30 deleções (17 no grupo melanoma e 13 no 
grupo câncer de pele não melanoma) e 26 duplicações (16 câncer de pele não melanoma e 10 
melanoma) são consideradas significativas (Figura 7 e 8). Ainda, dois dados inconclusivos 
foram encontrados para a sonda CDKN2A–2- 391, sendo um no melanoma e um no câncer de 
pele não melanoma. Dentre os indivíduos que apresentaram mais alterações, um indivíduo do 
grupo câncer pele apresentou 15 mutações e outro do grupo melanoma apresentou 22 
mutações. Quanto aos valores médios de todas as alterações encontradas, não houve diferença 
significativa entre os grupos melanoma e câncer de pele não melanoma (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Características dos indivíduos e as variáveis dos grupos controle negativo, câncer de pele não melanoma (CPNM) e melanoma (mel). 
 
Identificação 
Idade 
(anos) Sexo Grupo Descendência 
Cor da 
Pele 
Tipo de trabalho 
atual 
Tipo de trabalho 
anterior 
6 51 Masculino CPNM Italiana Branca 
Montador de 
móveis 
Não declarado ou  
não tinha 
12 40 Feminino CPNM Alemã Branca Vendedor 
Assistente técnico 
em agricultura 
19 78 Masculino CPNM Alemã Branca Aposentado 
Não declarado ou  
não tinha 
29 70 Feminino CPNM Italiana Pardo Aposentado Agricultor(a) 
33 58 Masculino CPNM Alemã/Indígena Pardo 
Operador de 
Máquinas 
Não declarado ou  
não tinha 
34 71 Masculino CPNM Alemã Branca Aposentado Agricultor(a) 
15 58 Feminino Melanoma Polonês Branca Artesanato Agricultor(a) 
61 80 Masculino Melanoma Holandês Branca Não declarado 
Não declarado ou  
Não tinha 
70 53 Feminino Melanoma Alemã Branca Aposentado Doméstico(a) 
71 56 Feminino Melanoma Alemã Branca Do lar Agricultor (a) 
125 69 Masculino Melanoma Alemã Branca Aposentado Agricultor(a) 
180 65 Feminino Melanoma Alemã Branca Do lar 
Não declarado ou  
Não tinha 
143 49 Masculino Controle Não declarado Branca Agente Fiscal Agricultor(a) 
146 48 Masculino Controle Alemã Branca Pecuarista 
Não declarado ou  
Não tinha 
148 48 Feminino Controle Alemã Branca Professor Agricultor(a) 
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Figura 8 - Variações encontradas no MLPA. Genes nas colunas, as amostras enumeradas nas linhas e a informação genética obtida, representadas 
pelos símbolos n (normal), x (deleção) e O (duplicação). As amostras estão representadas em cores: verde - câncer de pele não melanoma; roxo - 
melanoma e sem cor os controles negativos. A cor vermelha e azul representam dados significativos (p<0.05) e a cor rosa e cinza não 
significativo. A cor amarela dada para as mutações são dados inconclusivos. 
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Figura 9 - Quantidade percentual de pessoas que apresentam as alterações nas sondas do MLPA. 
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Tabela 5 - Valores médios de todas as alterações encontradas nos grupos melanoma e câncer 
de pele não melanoma*. 
 
*Não houveram diferenças significativas (p < 0.05) entre os grupos 
 
Dentre as 27 sondas que hibridizaram no grupo portador de melanoma, 
apenas 16 possuem alterações que foram consideradas significativas. Destas, 4 sondas 
apresentaram alterações em pelo menos 50% dos portadores de melanoma, sendo elas CDK4-
7-400 (66,7%), CDK4_6_190nt (50%), CDKN2A-1-486 (50%) e CDKN2B-1-140 (50%). 
Das 22 sondas que hibridizaram no grupo portador de câncer de pele não melanoma, 15 
apresentaram alterações significativas e destas 5 sondas apresentaram alterações em pelo 
menos 50% dos portadores de câncer de pele não melanoma, sendo  elas CDK4-7-400 (50%), 
CDKN2A-1-486 (50%), CDKN2B-1-140 (66,7%), CDK4-6-190 (66,7%) e MLLT3-2-202nt 
(50%) (Figura 8). 
 No grupo melanoma, o indivíduo 71 apresenta o maior número de 
alterações, com 73,33% das sondas que tiveram alterações na amostra populacional mutadas 
neste indivíduo, sendo a maioria deleções. Ainda, este indivíduo foi o único a apresentar 
alteração em CDK4-4-357nt, CDK4-3-151nt, MTAP-5-440nt, MTAP-7-301nt, CDKN2A-4-
264nt, CDKN2A-4-283nt, CDKN2A-3-385, CDKN2A-3-256, CDKN2B-2-229 (Figura 7). 
Relacionado ao grupo melanoma, o indivíduo 61 não apresentou nenhuma 
mutação e o 125 não apresentou nenhuma alteração considerada significativa (Figura 7). 
Na sonda CDK4-7-400nt todos os indivíduos com câncer de pele não 
melanoma apresentaram alterações, enquanto no melanoma dois não apresentam nenhuma 
variação. Porém, dos quatro mutados no grupo melanoma, apenas uma mulher de 
descendência polonesa apresentou duplicação, enquanto os demais são de descendência alemã 
e apresentaram deleção (Figura 8, tabela 4). 
 
Melanoma 
Câncer de pele 
não melanoma 
Média do total alterações 1,61 1,64 
Média do total Duplicações 0,94 0,94 
Média das duplicações significativas 0,30 0,45 
Média do total Deleções 0,63 0,63 
Média das deleções significativas 0,51 0,39 
Média dos dados inconclusivo 0,03 0,03 
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A sonda MLLT3 – 2 – 202nt apresentou-se alterada em 4 indivíduos 
portadores de câncer de pele não melanoma e 3 indivíduos portadores de melanoma, sendo 
visualizada apenas duplicações em ambos os grupos (Figura 8). 
Alguns indivíduos do grupo melanoma apresentaram similaridade nas 
mutações nas sondas CDK4-7-400nt, CDK4-6-190nt, MLLT3-2-202nt, CDKN2B-1-409, 
sendo estes indivíduos do sexo feminino, com idade entre 50 a 65 anos, de ascendência alemã. 
Dois destes indivíduos possuem outros tipos de câncer como cérebro, mama e linfoma (Figura 
8, tabela 4). 
Observou-se também que indivíduos que possuem melanoma e que não são 
de ascendência alemã, possuem menos alterações em seus genótipos. Por outro lado, não se 
verificou diferenças em relações as ancestralidades entre os indivíduos do grupo câncer de 
pele não melanoma (Figura 8, tabela 4). 
Além disso, o indivíduo de origem polonesa possui algumas alterações que 
são inversas às alterações dos indivíduos de origem alemã. Ou seja, onde este indivíduo 
apresenta duplicações, indivíduos de origem alemã possuem deleções. Estas diferenças são 
encontradas nas sondas CDK4-7-400nt, CDK4-6-190nt, CDKN2A-2-391 e CDKN2A-1-486 
(Figura 8, tabela 4). 
Dentre os indivíduos que apresentaram mais alterações, um indivíduo do 
grupo câncer pele apresentou 15 mutações e outro do grupo melanoma apresentou 22 
mutações (Figura 8). 
 
6.2.1.2 Análise dos questionários dos grupos submetidos às análises moleculares por MLPA  
  Na tabela 6 pode ser observado o perfil dos indivíduos submetidos à análise de 
MLPA, incluindo os indivíduos saudáveis, os portadores de melanoma e os portadores de 
câncer de pele não melanoma, demonstrando idade, idade de diagnóstico do câncer de pele 
(melanoma e não melanoma), gênero e hábito tabagista.  
Os gráficos 7 a 11 demonstram os hábitos de exposição solar, uso de protetor 
solar e consumo dos indivíduos saudáveis que pertencem ao grupo controle, bem como os dos 
portadores de melanoma e de câncer de pele não melanoma, enfatizando a frequência do 
consumo semanal.   
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Tabela 6 - Perfil dos grupos controle negativo (que compreendem os indivíduos saudáveis), dos 
portadores de  melanoma e de câncer de pele não melanoma. ¹ Erro padrão . 
Variável Controle negativo Melanoma Câncer de pele não melanoma Total 
Idade (anos) n %  n                       %        n              %        n % 
30 a 39 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
40 a 49 3 100% 0 0% 1 17% 4 27% 
50 a 59  0 0% 3 50% 2 33% 5 33% 
Acima de 60 0 0% 3 50% 3 50% 6 40% 
Total 3 100% 6 100% 6 100% 15 100% 
Média 48.33±0.47SE¹0.27 61.33±18.40SE¹7.51  63.66±17.86SE¹7.26  59.66±60.78SE¹15.69 
Idade do 
diagnóstico             
  Não definido     2 33% 0 0% 2 17% 
20 a 29 
    
0 0% 1 17% 1 8% 
30 a 39     0 0% 1 17% 1 8% 
40 a 49 
    
2 33% 0 0% 2 17% 
50 a 59     2 33% 1 17% 3 25% 
Acima de 60 
    
0 0% 3 50% 3 25% 
Total     6   6   12 100% 
Média     
30.16±28.34SE¹11.57  51.83±18.85SE¹7.69  
  
Gênero             
  Feminino 1 25% 4 67% 2 33% 7 47% 
Masculino 2 75% 2 33% 4 67%% 8 53% 
Fumantes             
  
Não 3 100% 4 67% 4 67% 11 73% 
Sim 0 0% 2 33% 2 33% 4 27% 
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Gráfico 7 - Exposição solar e uso do protetor solar dos grupos: indivíduos saudáveis 
(Controle), com câncer de pele não melanoma (Ca pele) e melanoma (Mel). 
  
Gráfico 8 - Frequência semanal (em %) do consumo de frutas, produtos industrializados, 
legumes e verduras e embutidos dos grupos: indivíduos saudáveis (Controle), com câncer de 
pele não melanoma (Ca pele) e melanoma (Mel). 
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Gráfico 9 - Frequência semanal (em %) do consumo de carnes vermelhas, doces, churrasco e 
frituras dos grupos: indivíduos saudáveis (Controle), com câncer de pele não melanoma (Ca 
pele) e melanoma (Mel). 
 
 
 
Gráfico 10 - Frequência semanal (em %) do consumo de chimarrão e chá de ervas dos grupos: 
indivíduos saudáveis (Controle), com câncer de pele não melanoma (Ca pele) e melanoma 
(Mel). 
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Gráfico 11 - Frequência semanal (em %) do consumo de água dos grupos: indivíduos 
saudáveis (Controle), com câncer de pele não melanoma (Ca pele) e melanoma (Mel). 
 
A análise descritiva completa dos dados disponibilizados no Sysgeo 
relacionados ao grupos submetido ao MLPA está disponibilizada na tabela 7 e 8.  
 
Tabela 7 - Análise descritiva dos dados disponibilizados no Sysgeo em 31/05/2020 em 
número absoluto e porcentagem nos grupos amostrados: Indivíduos saudáveis (controle 
negativo); portadores de câncer de pele não melanoma; portadores de melanoma. 
Variáveis 
Grupo 
controle 
negativo 
(%) 
Câncer de pele 
não melanoma 
(%) 
Melanoma 
(%) 
Local de residência 
Urbano 33% 83% 33% 
Rural 67% 17% 67% 
Não declarado 0% 0% 0% 
Tipo sanguíneo 
A 33% 33% 33% 
B 33% 0% 17% 
AB 0% 0% 17% 
O 0% 17% 17% 
Não declarado 33% 50% 17% 
Chimarrão 
Não consome 0% 17% 0% 
1 dias/semana 0% 0% 0% 
2 dias/semana 0% 0% 0% 
3 dias/semana 0% 0% 0% 
4 dias/semana 0% 0% 0% 
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5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 100% 83% 100% 
Chá 
Não consome 0% 33% 0% 
1 dias/semana 33% 17% 17% 
2 dias/semana 0% 17% 33% 
3 dias/semana 0% 0% 0% 
4 dias/semana 33% 0% 0% 
5 dias/semana 33% 33% 50% 
Frutas 
Não consome 0% 0% 0% 
1 dias/semana 0% 17% 0% 
2 dias/semana 0% 17% 0% 
3 dias/semana 33% 17% 33% 
4 dias/semana 0% 0% 17% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 100% 
7 dias/semana 67% 50% 33% 
Legumes e verduras 
Não consome 0% 17% 0% 
1 dias/semana 0% 0% 17% 
2 dias/semana 0% 0% 0% 
3 dias/semana 0% 17% 0% 
4 dias/semana 0% 0% 0% 
5 dias/semana 0% 0% 17% 
6 dias/semana 0% 0% 17% 
7 dias/semana 100% 67% 50% 
Industrializados 
Não consome 33% 67% 50% 
1 dias/semana 67% 17% 0% 
2 dias/semana 0% 0% 17% 
3 dias/semana 0% 0% 0% 
4 dias/semana 0% 0% 17% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 0% 17% 17% 
Carnes 
Não consome 0% 0% 17% 
1 dias/semana 0% 0% 0% 
2 dias/semana 0% 17% 17% 
3 dias/semana 33% 17% 17% 
4 dias/semana 67% 17% 17% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 0% 50% 33% 
Churrasco Não consome 0% 17% 17% 
 
67 
 
1 dias/semana 100% 67% 67% 
2 dias/semana 0% 0% 0% 
3 dias/semana 0% 0% 0% 
4 dias/semana 0% 17% 0% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 0% 0% 17% 
Embutidos 
Não consome 33% 33% 33% 
1 dias/semana 33% 17% 33% 
2 dias/semana 33% 17% 0% 
3 dias/semana 0% 17% 17% 
4 dias/semana 0% 17% 0% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 0% 0% 17% 
Doces 
Não consome 0% 17% 17% 
1 dias/semana 33% 33% 17% 
2 dias/semana 0% 17% 33% 
3 dias/semana 0% 0% 17% 
4 dias/semana 0% 0% 0% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 67% 33% 17% 
 
 
 
Frituras 
Não consome 0% 33% 0% 
1 dias/semana 67% 0% 33% 
2 dias/semana 0% 50% 33% 
3 dias/semana 0% 0% 0% 
4 dias/semana 0% 17% 0% 
5 dias/semana 0% 0% 0% 
6 dias/semana 0% 0% 0% 
7 dias/semana 33% 0% 33% 
Exposição solar 
Não se expõe 0% 0% 0% 
1 dias/semana 0% 0% 50% 
2 dias/semana 0% 17% 0% 
3 dias/semana 0% 17% 17% 
4 dias/semana 0% 33% 0% 
5 dias/semana 100% 33% 33% 
Uso de protetor solar 
Não utiliza 0% 0% 0% 
1 dias/semana 67% 0% 17% 
2 dias/semana 0% 0% 0% 
3 dias/semana 0% 17% 33% 
4 dias/semana 0% 17% 17% 
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5 dias/semana 33% 67% 33% 
Trabalho atual 
Agricultor 0% 0% 0% 
Aposentado 0% 50% 33% 
Outros 100% 50% 50% 
Não declarado 0% 0% 17% 
Trabalho anterior 
Agricultor 67% 50% 67% 
Não definido ou não teve 33% 50% 17% 
Outros 0% 0% 17% 
Medicamentos 
Não 33% 83% 33% 
Sim 67% 17% 67% 
Parente com câncer 
Não 33% 17% 0% 
Sim 67% 83% 100% 
Outro tipo de câncer 
Não 0% 100% 0% 
Sim 0% 0% 100% 
Hábito tabagista 
Não 100% 67% 67% 
Sim 0% 33% 33% 
Consumo etílico 
Não consome 67% 33% 50% 
Baixo 33% 33% 33% 
Médio 0% 33% 17% 
Alto 0% 0% 0% 
Água de consumo 
Caixa comunitária 26% 37% 33% 
Poço 9% 7% 22% 
Sanepar 57% 47% 44% 
Não declarado 8% 8% 0% 
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 Tabela 8 - Relação em frequências e médias entre as variáveis e os grupos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.2 Análise estatística das variáveis do questionário do MLPA 
 
Os dados das análises de estatísticas realizados através do teste estatístico 
SIMPER demonstraram que as variáveis possuíram uma variação de menos de 10% quando 
realizada a comparação entre os grupos. As porcentagens de contribuições mais relevantes 
entre os grupos controle e melanoma resultaram em 8,131% para o tipo sanguíneo; 6,621% 
para idade do diagnóstico e 5,918% para consumo de chá (Tabela 9). Para os grupos controle 
e câncer de pele não melanoma foram: tipo sanguíneo (7,97%), idade do diagnóstico (7,38%) 
e local de captação de água (7,30%) (Tabela 10). E por último, entre os grupos melanoma e 
câncer de pele não melanoma as variáveis que mais contribuíram com a porcentagem foram o 
 
 
Variáveis 
Câncer de pele 
não melanoma  Melanoma 
Idade     61.3±14.3
a
     63.5±10.0
a
 
Gênero 4 (66.6%)
b
 2 (33.3%)
b
 
Cor de pele 4 (66.6%)
b
 6 (100%
)b
 
Exposição solar 3.83 (1.17)
c
 2.67 (1.97)
c
 
Fumantes 2 (33.3%)
b
 2 (33.3%)
b
 
Consumos   
Legumes e verduras 5.2 (3.0)
 c
 5.5 (2.3)
c
 
Frutas 4.5 (2.8)
 c
 5.0 (1.9)
 c
 
Industrializados 1.3 (2.8)
 c
 2.2 (2.9)
 c
 
Carne vermelha 5.0 (2.3)
 c
 3.9 (2.8)
 c
 
Churrasco 1.3 (1.4)
 c
 1.8 (2.6)
 c
 
Embutidos 1.7 (1.6)
 c
 2.0 (2.7)
 c
 
Doces 3.0 (3.2)
 c
 2.5 (2.4)
 c
 
Frituras 1.7 (1.5)
 c
 3.3 (2.9)
 c 
a – desvio padrão 
b - Frequência 
c -  média de dias consumidos 
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tipo sanguíneo (8.131%), idade do diagnóstico (6.621%) e consumo de chá de ervas (5.918%) 
(Tabela 11). 
 
Tabela 9 - Resultado do teste estatístico SIMPER demonstrando a relação de resultados de 
taxa de contribuição gerados no programa Past entre grupo controle negativo (indivíduos 
saudáveis) e portadores de melanoma. 
Variáveis Contribuição % 
Tipo sanguíneo 8.131 
Idade do diagnóstico 6.621 
Consumo de chá 5.918 
Tipo de trabalho 4.718 
Consumo industrializados 4.701 
Exposição solar 4.505 
Consumo de doces 4.5 
Consumo de frituras 4.435 
Consumo de carnes vermelhas 4.301 
Consumo de embutidos 4.035 
Trabalhos anteriores 3.64 
Captação de agua 3.626 
Consumo de álcool 3.599 
Consumo de frutas 3.432 
Consumo de legumes e verduras 3.333 
Uso de protetor solar 2.914 
Consumo de churrasco 2.866 
Tipo de residência 2.759 
Idade 2.725 
Medicamento 2.525 
Moradores de regiões periféricas 2.481 
Sexo 2.266 
Consumo de chimarrão 2.211 
Plantação residencial 2.077 
Criação de animais 2.043 
Ascendência 1.827 
Fumantes 1.791 
Outros tipos de câncer 1.368 
Parentes com câncer 0.6512 
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Tabela 10 - Resultado do teste estatístico SIMPER demonstrando a relação de resultados de 
taxa de contribuição gerados no programa Past entre grupo controle negativo (indivíduos 
saudáveis) e câncer de pele não melanoma. 
Variáveis Contribuição % 
Tipo sanguíneo 7.97 
Idade do diagnóstico 7.38 
Captação de água 7.307 
Consumo de chá 5.498 
Idade 5.443 
Consumo de doces 5.256 
Uso de protetor solar 5.032 
Consumo de frituras 4.373 
Tipo de trabalho 4.05 
Consumo de álcool 3.578 
Consumo de industrializados 3.577 
Exposição solar 3.541 
Consumo de frutas 3.452 
Consumo de embutidos 3.184 
Trabalhos anteriores 2.742 
Consumo de carnes vermelhas 2.735 
Consumo de legumes e verduras 2.641 
Plantação residencial 2.529 
Tipo de residência 2.521 
Medicamento 2.518 
Criação de animais 2.498 
Consumo de chimarrão 2.221 
Moradores de regiões periféricas 2.042 
Ascendência 1.852 
Sexo 1.82 
Parente com câncer 1.572 
Consumo de tabaco 1.336 
Consumo de churrasco 1.331 
Outro tipo de câncer 0 
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Tabela 11 - Resultado do teste estatístico SIMPER demonstrando a relação de resultados de 
taxa de contribuição gerados no programa Past entre o grupo melanoma e câncer de pele não 
melanoma. 
Variáveis Contribuição % 
Sangue 7.442 
Idade do diagnóstico 6.101 
Protetor solar 5.169 
Chá 5.039 
Frituras 4.995 
Industrializados 4.962 
Trabalho atual 4.832 
Exposição solar 4.675 
Chimarrão 4.511 
Carnes vermelhas 4.391 
Doces 4.272 
Embutidos 4.169 
Consumo de água 3.711 
Trabalhos anteriores 3.305 
Residência 3.116 
Frutas 3.052 
Álcool 2.644 
Idade 2.596 
Churrasco 2.41 
Legumes e verduras 2.368 
Residência 2.211 
Sexo 2.139 
Animal 2.127 
Plantação 2.115 
Medicamento 1.885 
Tabaco 1.772 
Descendência 1.422 
Parentes com câncer 1.38 
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6.2.3 Testes de correlação MLPA x Questionário 
 
Os resultados referentes aos testes de correlação entre as análises de MLPA 
e os questionários estão expressos no quadro 3. No grupo melanoma foi encontrada relação 
significativa apenas entre consumo de churrasco, embutidos, legumes, verduras e frutas, com 
os genes CDK4, MLLT3 e CDKN2A e B. No grupo câncer de pele não melanoma foi 
encontrada relação significativa entre consumo de frutas e industrializados, embutidos e 
exposição solar com os genes CDK4 e CDKN2B (Tabela 12).  
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Tabela 12 - Dados referentes aos resultados obtidos nos testes de correlações. Foram aceitos resultados apenas os resultados com p < 0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo 
  
Genes 
  
Variável 
    
Nível de 
significância                       
(p < 0.05) 
Coefic. de         
correlação 
Melanoma 
 
CDK4_7_400nt 
 
Frutas 
 
0.018 -0.89 
  
CDK4_6_190nt 
 
Legumes e 
verduras 
 
0.001 -0.93 
  
MLLT3_2_202nt 
 
Embutidos 
 
0.031 -0.85 
  
CDKN2A_1_342 
 
Churrasco 
 
0.001 0.93 
  
CDKN2A_1_486 
 
Consumo de frutas 
 
0.038 -0.84 
  
CDKN2B_1_409 
 
Legumes e 
Verduras 
 
0.001 -0.93 
         Câncer de  
pele não 
melanoma 
 
CDK4_7_400nt 
 
Consumo de frutas 
 
0.031 0.85 
    
Industrializados 
 
0.022 -0.88 
  
CDKN2B_1_409 
 
Exposição solar 
 
0.018 0.89 
        Embutidos   0.049 0.81 
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7 DISCUSSÃO 
 
O melanoma está associado tanto às questões genotípicas quanto às 
fenotípicas (Geller e Annas, 2003; Arnold et al., 2013; Mangas et al., 2016; Schadendorf et 
al., 2018) e populações caucasianas tendem a apresentar melanoma muito mais facilmente 
que outras populações (Udayakumar et al., 2010). Isto se deve ao fato da população 
caucasoide apresentar uma pele menos provida de melanina, o que lhe confere uma baixa 
defesa contra raios ultravioletas UVA e UVB, principalmente UVB (Grigalavicius et al., 
2016). Por este motivo, em populações com a pele mais escura a incidência de melanoma é 
mais baixa (Brenner e Hearing, 2008).  
No Brasil já foi evidenciado que descendentes de europeus possuem maior 
suscetibilidade ao melanoma, sendo isso mais nítido na região sul do país, que possui 
populações com características predominantemente europeias e onde os índices de melanoma 
são maiores que em outras regiões do país (Naser, 2010; Bakos et al., 2011; Moreno et al., 
2012; Amancio e Nascimento, 2014; Steglich et al., 2015; Puig et al., 2016; Melo et al., 2019; 
INCA, 2020).  A incidência de melanoma de Missal é 6,5 vezes maior que a encontrada na 
região sul do Brasil e para o câncer de pele não melanoma incidência é 7,33 maior que a 
encontrada para a mesma região (presente trabalho, INCA, 2020).  
Estes resultados estão relacionados à casuística, que é composta 
predominantemente por descendentes de europeus, sendo notável que poucos indivíduos da 
população com câncer de pele não melanoma se declaram descendentes de brasileiros e 
nenhum dos indivíduos com melanoma possuem algum tipo de descendência brasileira, 
apenas europeias. Esta realidade está relacionada ao fato da cidade de Missal ser uma cidade 
relativamente nova, com 56 anos de idade de fundação, e os seus pioneiros serem antigos 
residentes do estado do Rio Grande do Sul, estado que abarcou um grande número de 
imigrantes Europeus. Além disso, na época da sua colonização Missal adotou uma política 
muito restrita, sendo permitido apenas indivíduos de origem alemã e religião católica como 
cidadãos missalenses (Lunkes, 2005).  
Indivíduos que possuem características fenotípicas caucasianas e se expõem 
ao sol tanto recreacionalmente quanto ocupacionalmente, sem nenhum tipo de proteção têm o 
risco mais elevado em desenvolver o melanoma (Thomas et al., 2010; Lomas et al., 2012; 
Fartasch et al., 2012; Chang et al., 2014). Regiões localizadas em baixas latitudes possuem 
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maiores radiações solares que outras latitudes e a maior parte do Brasil está localizada entre o 
trópico de capricórnio e a linha de equador, o que consecutivamente lhe confere um aspecto 
de maior incidência solar (Correa, 2015). Apesar da região sul do Brasil estar abaixo do 
trópico de capricórnio, sendo considerada latitude média, a radiação solar atinge o seu pico 
mais alto no verão, desde a região sul ao norte do país (Correa, 2015).  
Em Missal, além da maior parte da população possuir características 
fenotípicas caucasianas, a maioria se expõe diariamente ao sol e metade da população não 
utiliza produtos fotoprotetores, sendo este um dos motivos do surgimento dos cânceres 
dermatológicos. Contudo, esta exposição não está diretamente vinculada às atividades 
ocupacionais. Outro fato que chama atenção é que, apesar da economia do município basear-
se em agricultura e pecuária, foi observado um baixo número de trabalhadores agrícolas 
atuais, pode estar atrelado a uma série de circunstâncias, especialmente devido aos cadastros 
terem sido realizados, em sua maioria, em perímetros urbanos. 
Além da proteção mediada pelo espessamento da pele, há outro fator que 
contribui contra a ação dos raios UV, a melanização da pele. A produção de melanina e a 
acumulação destas na epiderme, são controladas pela resposta da exposição a radiação UV. 
Alterações e danos causadas pelos raios UV nessas vias, são responsáveis pela indução ao 
câncer de pele não melanoma, dentre eles o melanoma (Mitra et al., 2009; Schadendorf et al., 
2018).  
De maneira geral, os indivíduos do sexo feminino estão menos propensos a 
desenvolverem o melanoma por uma série de questões hormonais que implicam na proteção 
contra o melanoma e na melhor sobrevida em estágios avançados. Apesar destas implicações 
de proteção ao câncer de pele melanoma, este número cresce em períodos reprodutivos até 
aproximadamente os 50 anos e diminui consecutivamente com a vinda da menopausa (Strouse 
et al., 2005; Roy et al., 2011). Por outro lado, indivíduos do sexo masculino estão mais 
propensos a desenvolverem o melanoma pelo fato da testosterona ser um hormônio de 
potencial estresse oxidativo (Arjen et al., 2010). 
Ao depararmos com os dados de gêneros da nossa pesquisa com outros 
estudos relacionados ao melanoma, observamos que na nossa amostragem, além de termos o 
gênero predominantemente feminino, o número de indivíduos do sexo feminino foi superior 
ao número de indivíduos do mesmo sexo de outras pesquisas realizadas na região sul do 
Brasil (Bakos et al., 2011; Moreno, 2011; Naser, 2011). Esta proporção ocorre de maneira 
similar em apenas alguns lugares da Europa. Países que ficam ao leste da Europa, com a 
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exceção da Áustria, possuem uma maior taxa de melanoma no sexo feminino. Por outro lado, 
países que se concentram ao leste da Europa, a taxa de melanoma é maior no sexo masculino. 
Além desta diferença na Europa, a maior ocorrência do melanoma no sexo masculino também 
acontece em outros continentes como a Oceania e a América do Norte (Forsea et al., 2012; 
Wu et al., 2015;  GLOBOCAN, 2020). 
A comparação de idade de diagnóstico do presente estudo com os dados da 
população com melanoma descrita na literatura brasileira nos mostra que a média de idade de 
diagnóstico, 47 anos, está mais próxima da média de um estudo realizado no estado do Rio 
Grande do Sul (Carvalho et al., 2004) e um pouco abaixo da média de outros estudos 
realizados nos estados de Santa Catarina (50.6 anos) e São Paulo (51.7 anos) (Moreno et al., 
2011; Luiz et al., 2012). Ainda, no Rio Grande do Sul foi evidenciado que 16% dos 
portadores de melanoma possui pelo menos um critério clínico para melanoma hereditário, 
enquanto que em Missal foi evidenciado 11% dos portadores de melanoma com estas 
características e a média mundial é de 10% (Carvalho et al., 2004; Winship e Dudding, 2008; 
Gabree et al., 2014; Potrony et al., 2015).  
O principal gene protagonista do melanoma familiar é o CDKN2A o qual 
está presente em pelo menos de 20% – 40% das famílias com dois ou mais membros afetados 
(Souza et al., 2016), contudo ressalta-se que o melanoma é uma doença multifatorial e apenas 
cerca de 10% a 15% de todos os casos de melanoma são de caráter hereditário (Goldstein et 
al., 2007; Leachman et al., 2009; Ávila, 2010; Ávila et al., 2014; Potrony et al., 2015; Tucker 
et al., 2018; Davis et al., 2018), demonstrando a importância ambiental na determinação da 
maioria dos casos.  
No presente estudo, 44% dos portadores de melanoma se encaixam no 
critério de inclusão de rastreamento de melanoma familiar, tendo como idade de diagnóstico 
de melanoma abaixo ou igual a 40 anos de idade. Se considerado apenas indivíduos que 
possuem familiares afetados pelo melanoma a frequência passa a ser de 11%, estando dentro 
na média normalmente encontrada (Carvalho et al., 2004; Winship e Dudding, 2008; Gabree 
et al., 2014; Potrony et al., 2015). Para Austrália, Espanha e Reino Unido a probabilidade de 
se detectar uma mutação em pessoas com histórico familiar (≥2 parentes afetados) é  25%, 
com três ou mais melanomas primários é 29%  ou mais de um melanoma primário que 
também tenha outros parentes afetados é de 27% (Harland et al., 2014). No presente estudo, 
dos nove portadores de melanoma analisados, apenas um apresentou uma variante de 
 
78 
 
significado incerto no gene CDKN2A (1/9 = 11,11% da amostra), portanto abaixo da média 
esperada de 20-40%.  
O paciente portador da mutação pontual no CDKN2A é do sexo masculino, 
possui ascendência alemã, cor de pele branca, não tabagista, não etilista, é morador de zona 
rural, realiza plantio e criação de animais, não tem ou não definiu trabalhos anteriores, se 
expõe ao sol ao menos 5 dias por semana e realiza o uso de fotoprotetor ao menos um dia por 
semana. A idade de diagnóstico deste paciente é de 40 anos e apresenta familiares portadores 
de câncer de pele, não sendo especificado se estes parentes possuem câncer de pele melanoma 
ou não melanoma. De maneira geral, a idade média de diagnóstico do primeiro melanoma é 
um fator intimamente relacionado à frequência de mutações no CDKN2A na Europa, 
Austrália e Estados Unidos da América, havendo um decréscimo na frequência com o 
aumento da idade média de diagnóstico do melanoma (Goldstein et al., 2007; revisado por 
Ávila 2010).  
A mutação evidenciada no presente trabalho é um SNP e se refere a uma 
troca da base guanina por uma adenina na posição de 436 (c.436G>A), 
chr9:21970923 (GRCh38.p12). Isso implica na troca do aminoácido ácido aspártico (ASP) 
pela asparagina (ASN) no códon 146 (p.Asp146Asn). Dentro das descrições dadas pelo 
NCBI, esta mutação é considerada como mutação germinativa e relacionada ao melanoma 
hereditário cutâneo, porém com significância clínica incerta (Nykamp et al., 2017). Portanto, 
como não há muitas informações sobre esta mutação na literatura, é interessante que haja uma 
rastreabilidade desta mutação em indivíduos considerados parentes de primeiro, segundo e até 
terceiro grau deste indivíduo para saber mais sobre a penetrância desta mutação e suas 
características mendelianas.  
A primeira mutação germinativa descrita com significado clínico em região 
não codificadora do gene CDKN2A e a primeira evidência direta de regiões não codificadoras 
na suscetibilidade ao melanoma, é a mutação c.34 G>T, localizada no exon 1α. Estudos em 
células e tecidos de cultivo demonstraram consequências funcionais e a consecutiva 
diminuição da expressão da proteína p16 (Liu et al., 1999). A primeira evidência encontrada 
dessa mutação foi em pacientes ingleses (Liu et al., 1999) e no Brasil também foram 
encontradas evidências desta mutação em pacientes ascendentes de europeus (Prolla et al., 
2008; Puig et al., 2016). Porém no presente trabalho esta mutação não foi evidenciada. 
Dentre as outras variantes encontradas no Brasil e que também não foram 
evidenciadas no presente trabalho está a p.P48T que leva a uma alteração da proteína p16 cuja 
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função fica impossibilitada de ser exercida. Isto acontece porque há uma troca de citosina (C) 
por adenina (A) na sequencia CCG por ACG levando a uma substituição do aminoácido 
prolina pela treonina (Huber e Ramos, 2006). Além disso, esta mutação ocorre no éxon 1α 
afetando apenas a proteína p16 mais precisamente na primeira parte da repetição de anquirina 
localização muito importante para a atividade inibitória da p16 em relação à proteína CDK4 
(Lilischkis et al., 1996). A maioria das variantes relacionadas à p.P48T foram encontradas em 
famílias de ascendência italiana (Della Torre et al., 2001; Mantelli  et al., 2002). No Brasil, 
Huber e Ramos (2006) encontraram esta mesma mutação em um paciente com melanoma 
com ascendência de italianos indicando um possível hotspot. Ainda, no maior estudo 
realizado na América Latina relacionado ao melanoma familiar envolvendo as cidades de 
Porto Alegre e São Paulo e outros países da América Latina, esta mutação foi encontrada em 
4 famílias, uma delas ascendente de italianos sugerindo um possível efeito fundador (Puig et 
al., 2016). 
Outra variante mais comumente encontrada em populações com melanoma 
hereditário é a p.A148T, localizada no éxon 3 e codifica o transcrito p16. Esta mutação leva a 
substituição da base guanina (G) pela adenina (A) (GCG /ACG) trocando o aminoácido 
alanina pela treonina (Bakos et al., 2011). Esta é uma mutação muito controversa quanto à sua 
penetrância e o seu valor significativo clínico (Lilischkis et al., 1996; Bertram et al., 2002; 
Debniak et al., 2005) e se mostrou mais comum em alguns países da Europa onde foram 
encontrados pacientes com suscetibilidade ao melanoma (Ruiz et al., 1999; Debniak et al., 
2005; Mangas et al., 2016), além de ser a mais comum na região sul do Brasil (Bakos et al., 
2011), porém também não foi evidenciada no presente trabalho. 
Além destas, outra mutação frequente ocorrendo em diferentes países como 
Itália, Estados Unidos, Austrália, França, Israel, Espanha e Uruguai é a p.Gly101Trp 
(Hussussian et al., 1994; Soufir et al., 1998; Holland et al., 1999; Ruiz et al., 1999; Ciotti et 
al., 2000; Youl et al., 2002; Betti et al., 2016). Esta mutação acomete o códon101 do éxon 2, 
afetando tanto a proteína p16 quanto a p14 visto que ambas compartilham o mesmo éxon. A 
mutação p.Gly101Trp ocorre por conta de uma substituição de uma guanina por uma timina 
(GGG por TGG) o qual leva à substituição da Glicina pelo Triptofano na proteína p16 e na 
proteína p14 ocorre a substituição da guanina por uma timina (CGG por CTG) trocando uma 
Arginina por uma Leucina (Ciotti et al., 2000). 
Porém, destaca-se ainda que as mutações mais prevalentes e a penetrância 
das variantes do gene CDKN2A em famílias de alto risco varia de acordo com a localização 
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geográfica, sendo maiores em localizações com maiores incidências de IUV (irradiações 
ultravioletas) (Bishop et al., 2002; Soura et al., 2016; Rossi et al., 2019). Na Europa, a 
mutação c.225_243del19 é a mais prevalente (18 dos 89 indivíduos analisados = 20,22%), 
seguida pela p.R112_L113insR (11dos 89 indivíduos analisados = 12,36 %) e p.G101W (10 
dos 89 indivíduos analisados = 11, 24%). Na Austrália as mutações p.M53I (5 de 32 
indivíduos analisados = 15,63%); p.R24P , p.L32P , c.IVS2-105A G (todas totalizando 3 de 
29 indivíduos analisados = 10,34%) e na América do Norte as mutações c.-34G T (5 de 29 
indivíduos analisados = 17, 24%), p.G101W (4 de 29 indivíduos analisados = 13,8%), 
p.V126D (4 de 29 indivíduos analisados = 13,8%) são as mais frequentes (Goldstein et al., 
2007).  Ainda, na Itália as variantes p.G23S, p.A36T, p.A60V, p.R80, p.R24P relacionadas ao 
CDKN2A foram detectadas em 6/16 (37,5%) de pacientes com melanoma primário múltiplo 
com histórico familiar (Casula et al., 2019).  
Portanto, a única variante encontrada no presente estudo difere das relatadas 
para indivíduos do Brasil associadas ao gene CDKN2A (Huber e Ramos, 2006; Ávila 2010, 
Bakos et al., 2011; Ávila et al., 2014; Puig et al., 2016) e tampouco está entre as mais comuns 
encontradas nos diferentes países e continentes, indicando que o padrão de colonização do 
Município não é o fator determinante para o surgimento do melanoma familiar em Missal. 
Vale ressaltar que o iniciador 206 apenas amplificou as sequências de interesse para o grupo 
controle negativo e não para o grupo melanoma e os iniciadores 763 e 927 se mostraram 
efetivos apenas para o grupo controle negativo e quatro indivíduos do grupo melanoma. Isto 
pode ocorrer por alguns fatores como: deleção em homozigose; falta de qualidade do DNA 
extraído dos indivíduos com melanoma; baixa quantidade de material genético e/ou mutação 
nos sítios de ligações dos iniciadores. Contudo, como os demais iniciadores amplificaram 
para todos os grupos, descartamos as três primeiras possibilidades. 
Além do melanoma, indivíduos com melanoma familiar possuem o risco de 
desenvolver outros tipos de cânceres, tais como o câncer de mama, pâncreas e cérebro (Borg 
et al., 2000; Soura et al., 2016). Vários estudos demonstram o envolvimento de genes, 
membros de família e indivíduos com melanoma associados ao aumento da propensão do 
câncer de mama e do sistema nervoso central (Borg et al., 2000; Dȩbniak et al., 2005; Potrony 
et al., 2014; Soura et al., 2016; Leachman et al., 2017). Alguns indivíduos do nosso estudo 
desenvolveram outros tipos de cânceres desde a constatação do melanoma. Um indivíduo 
desenvolveu câncer de cérebro e outro indivíduo câncer de mama e linfoma. Além de ambos 
os indivíduos possuírem parentes com algum tipo de câncer. 
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Portanto, a análise de MLPA foi efetuada para avaliar se outros genes 
poderiam estar envolvidos no surgimento do melanoma na população analisada. Além do 
CDKN2A, foram encontradas grandes alterações (duplicações ou deleções) em MLLT, MIR, 
MTAP e PTEN tanto em indivíduos portadores de melanoma como em portadores de câncer 
de pele não melanoma, não havendo nenhuma alteração em indivíduos saudáveis. O gene 
MIR31 (Micro RNA 31) está localizado no cromossomo 9p21.3 e codifica o micro RNA 31. 
Este micro RNA pode atuar tanto como oncomicro RNA quanto micro RNA supressor 
tumoral de tumores específicos (Asangani et al., 2012). Este microRNA pode estar 
superexpresso em alguns tipos de tumores, como por exemplo: carcinomas de pulmão, do 
colorretal, cabeça e  pescoço. Enquanto que pode estar expresso em baixos níveis como 
acontece no caso do melanoma e em outras doenças malignas (Bandrés et al., 2006; Valastyan 
et al., 2010; Asangani et al., 2012). O MTAP (5-Methylthioadenosine phosphorylase) é um 
gene localizado no cromossomo 9p21 responsável por metabolizar a methylthioadenosina 
(MTA) em adenina e metionina. Este gene está relacionado a diversos tipos de tumores 
devido a sua proximidade com o gene CDKN2A. Tumores estes que são glioblastoma, câncer 
do pâncreas, melanoma e entre outros (Mavrakis et al., 2016). Já o gene PTEN (Phosphatase 
and Tensin homolog) é um supressor tumoral que abrange vários tipos de tumores malignos 
incluindo o câncer de mama, de tireoide, gliobastomas, próstata e inclusive melanoma. A 
função deste gene é auxiliar na regulação do ciclo celular e é considerado um supressor tumor 
por conta do bloqueio de sua funcionalidade a partir de mutações (Aguissa-Touré et al., 
2011). O gene MLLT3 (Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 3) é 
um proto-oncogene, possui mais de 100kb, localizado no cromossomo 9p21.3 codifica a 
proteína AF9. É responsável por alguns processos biológicos celulares como diferenciação 
celular, especificação celular autônoma e no desenvolvimento do sistema nervoso. Este gene 
quando alterado, normalmente está relacionado a cânceres do sistema circulatório como 
linfoma e leucemia (Pina et al., 2008; Vogel et al., 2009; Büttner et al., 2010; Kawashima et 
al., 2013; Hiroki et al., 2019). 
Contudo, apesar de grandes alterações (duplicações ou deleções) terem sido 
evidenciadas por MLPA, não foi possível verificar nenhum marcador efetivo para o 
melanoma, pois as alterações ocorreram tanto no grupo melanoma quanto no grupo câncer de 
pele não melanoma. Apesar dos genes amplificados acometerem ambos os cânceres, algumas 
alterações se diferenciaram das outras. Isto pode explicar a ocorrência de melanoma em uns 
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indivíduos e o câncer de pele não melanoma em outros, além de indicar uma herança 
poligênica no surgimento destes cânceres dermatológicos em Missal. 
Estas alterações evidenciadas pelo MLPA são CNVs (Copy number 
varations), que englobam alterações na estrutura do DNA que podem ser tanto por 
duplicações quanto por deleções (ganhos ou perdas). Muito pouco se sabe sobre CNVs 
relacionados ao melanoma. Alguns poucos estudos identificaram CNVs em indivíduos 
propensos ao melanoma (Carvalho et al., 2016; Shi et al., 2016; Dalmasso e Ghiorzo, 2020). 
Yang et al (2012), identificaram uma duplicação no cromossomo 4q13 em uma família. Esta 
duplicação está relacionada a diversos genes relacionados às famílias de quimiocinas CXC. 
Além disso, foi descrito também como um gene com potencial característica tumorigênica 
(Yang et al., 2012). 
Carvalho et al. (2016), realizaram uma pesquisa em um grupo de indivíduos 
brasileiros em busca de CNVs relacionados ao melanoma hereditário e encontraram 10 
mutações raras em 9 pacientes, onde a sua grande maioria possui característica de duplicação, 
além de ter encontrado CNVs em genes já muito conhecidos na doença como CDK4, 
CDKN2A e MITF (Carvalho, 2016). Shi et al (2016) encontrou resultados semelhantes em 
sua coorte apenas diferindo no grupo de genes raros relacionados ao melanoma (Shi et al., 
2016).  
Na presente pesquisa, foi encontrada 1 mutação em um gene sobre o qual 
não se tem muita informação na literatura e 1 mutação considerada rara para o melanoma. 
Interessantemente, o indivíduo que apresentou estas mutações raras além das mais conhecidas 
como o CDKN2A, CDK4 e MTAP , também possui outros tipos de cânceres, como o linfoma 
e mama. 
Em relação à estratégia de separação da população em três grupos, sendo: 
indivíduos grupo controle (saudáveis), indivíduos com câncer de pele não melanoma e 
melanoma. Foi adotada porque existe uma ampla variação nos genes e patogenicidade dos 
mesmos quando relacionados ao surgimento do melanoma nas diferentes populações 
estudadas mundialmente, sendo necessário conhecer a variação local. 
Ao analisar a associação entre os fatores sócio-biológicos e grandes 
alterações genômicas para a determinação do câncer melanoma em Missal ficou nítido que 
cada um dos fatores, separados, contribui menos de 10% para o surgimento desta patologia na 
população, tais como 8,131% para o tipo sanguíneo, 6,621% para idade do diagnóstico e 
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5,918% para consumo de chá se comparado à população saudável com a portadora de 
melanoma. Portanto, o surgimento de melanoma em Missal de fato é multifatorial.  
Pesquisas sobre a associação dos fatores ABO com doenças, sejam elas 
hemostáticas ou outras, vêm abrindo um horizonte de descobertas acerca desta relação. Os 
mecanismos que envolvem a relação entre os grupos sanguíneos ABO e o câncer, ainda é um 
assunto muito pouco compreendido e um problema a ser pesquisado. Apesar disso, algumas 
hipóteses vêm sendo discutidos acerca deste assunto. Uma delas é a desregulação da atividade 
enzimática da glycosyltransferase que está especificamente envolvida no processo de adesão 
intracelular, na sinalização da membrana celular assim como na resposta imune (Hakomori, 
2001; Rummel e Ellsworth, 2016; Groot et al., 2020).  
Existem alguns grupos sanguíneos que estão mais suscetíveis a 
determinados tipos de câncer. Por exemplo, em vários estudos envolvendo o câncer de 
pâncreas foi demonstrado que o sangue do tipo O está menos relacionado com esse tipo de 
câncer que outros grupos (Wolpin et al., 2009; Iodice et al., 2010; Risch et al., 2013; Zhang et 
al., 2014). Outro câncer que também pode estar associado a fatores sanguíneos é o câncer de 
mama. Em alguns estudos foram notados que indivíduos que possuem o tipo sanguíneo A 
tendem a maiores riscos de desenvolverem este tipo de câncer quando relacionados aos outros 
tipos sanguíneos. Além de terem sidos observados maiores taxas de sobrevidas e de 
prognósticos em indivíduos com o tipo O. Também foram vistos relações de tipos sanguíneos 
em outros tipos de cânceres como o do sistema respiratório, do trato urinário, gástrico, entre 
outros (Gwin et al., 1994; Kaffenberger et al., 2012; Zhang et al., 2014; Duell et al., 2015). 
Novamente, poucos estudos relacionados a fatores sanguíneos ligados ao 
câncer de pele não melanoma foram encontrados na literatura. Além de poucas pesquisas, 
foram encontrados dados conflitantes acerca deste tema. Segundo Vincenzo et al. (2011), em 
uma pesquisa realizada na Europa envolvendo 445 pacientes de diferentes tipos sanguíneos 
com melanoma e 38321 indivíduos controle demonstrou que indivíduos com fator O- estavam 
ligeiramente mais propensos a desenvolverem melanoma que outros tipos sanguíneos 
(Vincenzo et al., 2011). Porém, em pesquisa mais recente, Chang et al. (2014) demonstrou em 
seu estudo realizado na China com 482 indivíduos portadores de melanoma e 3068 indivíduos 
controle com o tipo sanguíneo A estavam mais suscetíveis ao melanoma e ainda com alto 
risco a desenvolverem metástase desta doença. (Chang et al., 2014)  Em estudos relacionados 
ao câncer de pele não melanoma, Xie et al. (2010) demonstraram que indivíduos com câncer 
de pele não melanoma e com tipo sanguíneo não relacionado ao O estavam menos sujeitos à 
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susceptibilidade ao câncer de pele não melanoma (Xie et al., 2010). Porém, por outro lado, 
Cihan et al. (2013) em sua pesquisa observaram que indivíduos com fator A estavam mais 
sujeitos a este tipo de câncer (Cihan et al., 2013). Para a população analisada no presente 
trabalho, 22% dos portadores de melanoma apresenta sangue do tipo A, contra 16% dos 
pacientes com câncer de pele não melanoma. Contudo, ressalta-se que a maior parte da 
população não conhece o seu tipo sanguíneo ou não declarou, não sendo possível chegar a 
uma conclusão efetiva sobre a influência do tipo sanguíneo e o surgimento de câncer 
dermatológico na população.  
De uns anos pra cá, dietas derivadas de vegetais e frutas têm tomado 
atenção voltada a prevenção ao câncer por conta dos seus fatores anti-inflamatórios, processos 
imunomodulatórios e propriedades anti-oxidantes. De fato, alguns deles têm chamado a 
atenção pelo fato do seu grande valor nutricional ter características fotoprotetivas como por 
exemplo, o chá verde (Hardy e Tollefsbol, 2011; Sung et al., 2011; Wang et al., 2019). O chá 
verde é considerado como um composto rico em cateninas que são comumente denominados 
como polifenóis. As maiorias das cateninas encontradas no chá verde são: a epicatenina, 
epigalocatequina, epicatenina-3-galato e a epigalocatequina-3-galato. Estas substâncias 
possuem características anti-inflamatórias e antioxidantes que são compostos de poder 
anticarcinogênico (Katiyar et al., 2007). A maior parte da população de Missal não tem o 
hábito de consumir chá de ervas nenhuma vez na semana (29%), hábito este que é relatado 
por 66% dos portadores de melanoma, com consumo em pelo menos 5 dias na semana, contra 
21% dos portadores de câncer de pele não melanoma nesta mesma frequência.  
Além do chá, estudos realizados com a erva-mate (Ilex paraguariensis) têm 
demonstrado resultados positivos com relação à inibição de processos tumorigênicos in vitro 
(Mejía et al., 2010). Isso se deve aos compostos nutritivos os quais compõem esta planta 
como derivados de cafeóis, aminoácidos, flavonoides, minerais e vitaminas (Pomi-lio et al., 
2002; Zaporozhets et al., 2004 ; Bastos et al., 2007). A maior parte da população de Missal 
consome a erva-mate diariamente, tanto indivíduos saudáveis quanto portadores de câncer de 
pele melanoma e não melanoma, não sendo observada correlação entre efeito protetor ou 
indutor cancerígeno do consumo de chimarrão nesta população. 
Porém, foram evidenciadas correlações entre outros hábitos como 
influenciadores genéticos. No grupo melanoma, verificou-se que o consumo de frutas e 
legumes e verduras tiveram características de fatores protetores associados aos genes CDK4, 
CDKN2A e CDKN2B que estão ligados diretamente ao surgimento do melanoma. Já no 
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grupo câncer de pele não melanoma, foi evidenciado que a exposição solar influencia o gene 
CDKN2B, estando relacionada com surgimento deste tipo de câncer.  
A dieta é um fator importante e que vem chamando a atenção de 
pesquisadores em relação ao câncer desde a década de 1950. Em uma pesquisa com células 
cancerígenas, Warburg (1950) evidenciou que as células malignas são capazes de, mesmo na 
presença do O2, reprogramarem a metabolização de glicose e a produção da sua energia e 
quando estas células estão desprovidas de oxigênio, elas são capazes de ativar vias 
secundárias para resolver estes tipos de impasses. Este fenômeno é denominado de Efeito 
Warburg. Portanto, o consumo exagerado de produtos que possuem um índice elevado de 
glicose, como os doces, são capazes de favorecerem na promoção e na agressão dos tumores 
malignos (Wahdan-Alaswad et al., 2013; McDonald et al., 2017; Seleit et al., 2017). Além do 
consumo de doces, também há evidências de que o consumo de comidas industrializadas, 
embutidos, carnes vermelhas e churrasco também estejam envolvido no processo de 
tumorigenese, tal como parcialmente observado no presente trabalho (Mathers et al., 2010; 
Freitas et al., 2015; Ma et al., 2018; Magalhães et al., 2019). Isso acontece porque alguns 
alimentos podem induzir alterações genéticas e epigenéticas que podem contribuir com 
fatores de proteção ou elevar os riscos de câncer, tais como o melanoma e o câncer de pele 
não melanoma (Jensen et al., 2010; Mathers et al., 2010; Tong e Young, 2014; Katta e 
Brown, 2015; Freitas et al., 2015; Sreedhar e Zhao, 2018).  
Dietas ricas em frutas, legumes e verduras podem contribuir com a 
diminuição do risco de melanoma, tal como observado no presente estudo. Isso acontece 
porque estes alimentos assim são ricos em agentes antioxidantes e anti-inflamatórios (Tong e 
Young, 2014; Sreedhar e Zhao, 2018; Magalhães et al., 2019). Além disso, algumas 
moléculas presentes nestes alimentos exercem funções importantes como a recuperação da 
homeostase bioquímica celular que incluem desde induções a apoptose, regulações do ciclo 
celular, inibição do estresse oxidativo, inibição da angiogenese, até a transdução de sinais, 
impedindo a progressão da célula cancerosa (Yang et al., 2009). Um exemplo de 
componentes que são importantes no processo de proteção antitumoral são as vitaminas e 
minerais (Mathers  et al., 2010). As vitaminas possuem funções essenciais que estão ligadas à 
sua estrutura e atividade bioquímica. Dessa maneira, podem exercer funções tanto de 
cofatores de enzimas quanto agentes antioxidantes ou mesmo como hormônios regulando 
expressão gênica (Olson, 1996). Alguns estudos demonstram que a ingestão de vitamina A 
pode ser benéfico reduzindo a atividade tumoral (Asgari et al., 2012). Isso se deve porque a 
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vitamina A está envolvida em múltiplos processos fisiológicos, que incluem desde a 
diferenciação celular até a morte celular, atuando também na inibição da proliferação de 
células malignas (Fenech e Ferguson, 2001).  
Para a população de Missal foi evidenciado que frutas e legumes/verduras 
são consumidos pela maior parte da população diariamente, sendo 44 e 59%, respectivamente. 
Mas não foi avaliado a quantidade consumida diariamente, sendo que para a prevenção do 
câncer é recomendado um consumo de, no mínimo, 600g de frutas, legumes e verduras 
diariamente, o que equivale a 5 porções de cada grupo (WCRF, 2018).  
Ainda, no presente trabalho, para o gene CDK4 no grupo câncer de pele não 
melanoma, o consumo de frutas aparece como um indutor de danos no material genético, 
enquanto o consumo de produtos industrializado aparece com um efeito protetor relacionado. 
Contudo, ressalta-se que estas informações estão relacionadas aos hábitos alimentares atuais 
de pacientes oncológicos, ou seja, após diagnóstico de câncer. Portanto, a relação encontrada 
no presente estudo sobre as frutas apresentarem efeitos indutores de danos no material 
genético pode estar com um viés amostral, tanto pela coleta de informações atuais quanto pelo 
o baixo número de indivíduos com câncer de pele não melanoma amostrados e analisados 
pelo MLPA se comparado com a amostra populacional que apresenta esta patologia. Da 
mesma forma que para o melanoma, estudos demonstram influência protetora da ingestão 
alimentar de vitaminas A e E na redução do estresse oxidativo, uma vez que esses nutrientes 
se comportam como importantes antioxidantes, enfatizando a importância de adotar hábitos 
alimentares saudáveis que otimizem o consumo de nutrientes antioxidantes como estratégia 
para prevenir danos oxidativos à pele (Katta e Brown, 2015; Freitas et al., 2015; Sreedhar e 
Zhao, 2018). 
Além dos alimentos, a água consumida pela população também influencia o 
processo oncológico, pois muitos componentes e micropoluentes podem permanecer na água 
e, por conta disso, bioacumular nos indivíduos que as consome (Mayon et al., 2006; Rocco et 
al., 2010; Nikinmaa, 2014), especialmente quando estas recebem descarga de efluentes 
domésticos, industriais e até agrícolas (Morais et al., 2017; Salehi et al., 2017; Freitag et al., 
2018;). No presente estudo a maior parte da população atualmente faz uso de água tratada, 
porém dados pretéritos não foram avaliados e também podem ter exercido alguma influência. 
Além dos hábitos alimentares, há uma influência direta do consumo de 
tabaco e o surgimento dos mais diversos cânceres, uma vez que o cigarro é tem na sua 
composição elementos que são capazes de realizar efeitos modulatórios sobre os as diversas 
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vias celulares como a proliferação, migração, invasão e angiogênese, além de permitir uma 
sobrevida maior às células cancerígenas evitando a sua morte celular após exposições a 
agentes citotóxicos, como os quimioterapêuticos e radioterapêuticos (Schuller, 2009; Warren 
e Cummings, 2013; Catsburg et al., 2014). Apesar da maior parte da população de Missal não 
apresentar hábito tabagista, 32% dos portadores de câncer de pele não melanoma se declara 
fumante, contra 22% dos portadores de melanoma. 
Ainda, o consumo de álcool causar câncer nos indivíduos, por ser capaz de 
modular uma série de mecanismos patológicos. Alguns dos mecanismos mais conhecidos no 
processo de carcinogênese é o efeito do acetaldeído, o estresse oxidativo e alterações 
epigenéticas (Seitz e Stickel, 2007; Kobor e Weinberg, 2011; Scoccianti et al., 2013; Nelson 
et al., 2013; Lee e Hashibe, 2014; Seitz e Mueller, 2015; Connor, 2016; Loconte et al., 2018). 
Porém na população de Missal este fator não apresentou alta relevância, uma vez que a 
maioria declara não consumir bebidas alcoólicas. 
 
 
7.1 Estratégias de prevenção do câncer dermatológico e recomendações para o 
município de Missal, PR 
 
Na Austrália, um programa tem se demonstrado muito importante e 
referência para o mundo todo no combate ao câncer de pele, incentivando o uso de EPI 
(Equipamento de proteção individual – protetor solar, óculos de sol, bonés e afins, camisa de 
manga comprida), banimento do uso de câmaras de bronzeamento artificial e propagandas 
sobre a prevenção do câncer de pele (Shih et al., 2017).  
Nos Estados Unidos alguns estados como a Califórnia, Oregon e Texas, têm 
adotado medidas preventivas no combate ao câncer de pele durante o período escolar de 
jovens. Está descrito em lei que estudantes são permitidos de carregar fotoprotetores e a sua 
aplicação durante o período de aula. Alguns estados também adotaram medidas de combate 
ao câncer de pele acrescentando nas grades curriculares dos alunos instruções de prevenções 
deste câncer (U.S. Department of Health and Human Services, 2014; Tripp et al., 2016). 
No Brasil, existe um programa gerenciado pelo INCA denominado de 
“Câncer de pele: vamos falar sobre isso ?” (INCA, 2020). Este programa cita a importância, 
as causas, os tipos de prevenções e como identificar as lesões causadas pelos cânceres de pele 
melanoma e não melanoma. Além deste programa, existem outras ONGs e empresas 
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(organizações não governamentais) que realizam programas de prevenção ao câncer de pele 
através de campanhas publicitárias e atividades para a promoção da prevenção da saúde da 
pele.  
Em 2019, o Projeto de Lei 4234/08 que incentiva o combate ao câncer de 
pele através de campanhas publicitárias, apoio às pesquisas e formação de profissionais para a 
prevenção e detecção precoce da doença no Brasil foi aprovado pela comissão de seguridade 
social e família. Além disso, este projeto de lei visa a importância desta pauta como parte de 
currículos escolares. Agora este projeto de lei será analisado pelas comissões de finanças e 
tributação para entrar em vigor após a votação em plenário (Câmara dos Deputados, 2019). 
Em Missal será necessário desenvolver uma gama de estratégias de políticas 
públicas na prevenção de câncer dermatológico, já que nenhuma das variáveis analisadas 
chegou a contribuir 10% para o surgimento dos cânceres. Portanto, a origem destes cânceres 
não é relacionada apenas com a exposição solar dos indivíduos e tampouco a um efeito 
genético fundador e sim a somatória de vários fatores que se automodulam e influenciam 
mutuamente. 
Contudo, é nítido que a exposição solar é um dos fatores importantes e com 
efeitos em alguns genes relacionados ao melanoma e câncer de pele, assim como os hábitos 
alimentares. Desta forma, estratégias de prevenção do câncer dermatológicos devem estar 
relacionadas à mudança do estilo de vida desta população, as quais devem ser iniciadas já nos 
primeiros anos de vida, com a participação das famílias e escolas neste processo, 
demonstrando e incentivando uma alimentação correta, com uma dieta rica em frutas, 
verduras e legumes. Ainda, a importância do uso de equipamentos de proteção individual 
deve ser enfatizada, tais como uso como camisetas de manga comprida, protetor solar, óculos 
de sol, bonés e afins. Além disso, é necessário desenvolver uma estratégia de consciência 
interpessoal familiar através de medidas educativas para o conhecimento das diferenças dos 
tipos de câncer de pele, as suas causas e sua susceptibilidade. 
Portanto, as estratégias podem ser realizadas através de programas de 
prevenções como propagandas, incentivo do uso de EPI’s, palestras em escolas e incentivo de 
formação de profissionais capazes de realizar o diagnóstico e prevenção desta doença. Desta 
forma, se espera ter um declínio no número de óbitos e nos casos relacionados à essas doenças 
dermatológicas, além de diminuir os gastos públicos.  
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8 CONCLUSÃO 
 
Apesar da incidência de cânceres dermatológicos no município de Missal 
ser maior que a encontrada na região sul do Brasil como um todo, não foi evidenciado efeito 
fundador nesta população nos genes analisados. Ainda, 11% dos portadores de melanoma de 
Missal possui pelo menos um critério clínico para melanoma hereditário, o que demonstra o 
caráter multifatorial da patologia e indica que os hábitos de vida estão intimamente ligados ao 
surgimento desta patologia nesta última população.  
Foi evidenciada a exposição continuada ao sol e a não utilização massiva de 
protetor solar em maior parte da população. Além da maioria dos indivíduos possuírem 
características fenotípicas caucasianas e os padrões alimentares, que foram evidenciados 
como influenciadores genéticos, uma vez que no grupo melanoma verificou-se que o consumo 
de frutas e legumes e verduras tiveram características de fatores protetores associados aos 
genes CDK4, CDKN2A e CDKN2B que estão ligados diretamente ao surgimento do 
melanoma e no grupo câncer de pele não melanoma foi evidenciado que a exposição solar 
influencia o gene CDKN2B, estando relacionada com surgimento deste tipo de câncer.  
Portanto, será necessário desenvolver uma gama de estratégias de políticas 
públicas na prevenção de câncer dermatológico nesta localidade, especialmente voltadas para 
mudança nos estilos de vida. 
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10 APÊNDICES 
APÊNCICE 1 – Sequência referência do gene CDKN2A (NCBI Reference Sequence: NG_007485.1) utilizada para ancorar os iniciadores em 
destaque. 
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APÊNDICE A – Alinhamento das sequências das amostras do iniciador 206. GB-F (Forward) e GB-R (Reverse) estão indicando os 
alinhamentos relacionados às amostras controle. A parte superior representa a orientação da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior 
esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons. 
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APÊNDICE B – Alinhamento das sequências das amostras do iniciador 450. GB-F (Forward) e GB-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos 
relacionados às amostras controle. B-F (Forward) e B-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos relacionados às amostras de melanoma. A 
parte superior representa a orientação da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A 
régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons. 
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APÊNDICE C – Alinhamento das sequências das amostras do iniciador 763. GC-F (Forward) e GC-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos 
relacionados às amostras controle. C-F (Forward) e C-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos relacionados às amostras de melanoma. A 
parte superior representa a orientação da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A 
régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons. 
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APÊNDICE D – Alinhamento das sequências das amostras do iniciador 927. GE-F (Forward) e GE-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos 
relacionados às amostras controle. E-F (Forward) e E-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos relacionados às amostras de melanoma. A 
parte superior representa a orientação da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A 
régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons. 
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APÊNDICE E – Alinhamento das sequências das amostras do iniciador 930. GF-F (Forward) e GF-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos 
relacionados às amostras controle. F-F (Forward) e F-R (Reverse) estão indicando os alinhamentos relacionados às amostras de melanoma. A 
parte superior representa a orientação da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A 
régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons. 
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11 ANEXOS 
11.1  ANEXO 1 – PARECER SUBSTANCIADO DO CEP 
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11.2  ANEXO 2 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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11.3 ANEXO 3 – QUESTIONÁRIO 
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11.4   ANEXO 4 – SONDAS DO KIT SALSA MLPA P419-A2 CDKN2A/2B-CDK4 
MELANOMA 
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